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ACTION DE LA STREPTOMYCINE 
SUR L'INFECTION TUBERCULEUSE 
EN CULTURES DE TISSUS (°) 


par Georcres BARSKI. 


(Institut Pasteur. Service des Virus.) 


Dés l’apparition de la streptomycine, l’atlention fut altirée sur 
le fait que le bacille tuberculeux est l’un des micro-organismes les 
plus sensibles a J’action de ce nouvel antibiotique [49, 4, 3]. La 
concentration bactériostatique de la streptomycine 4 |’égard du 
bacille de Koch est de Vordre de 0,1 pg et peut atteindre 0,3- 
0,5 pg [20] par centimetre cube. Pour des quantités supéricures, 
cette action bactériostatique peut facilement devenir bactéri- 
cide {20]. L’importance de ces effets associ¢e aux propriétés phar- 
macologiques qui rapprochent Ja streptomycine de Ja pénicilline, 
(rapidité de diffusion, assez bonne tolérance par l’anima]), permet- 
tent d’atteindre et d’entretenir des concentrations hautement bac- 
tériostatiques dans l’organisme : 25 unilés et plus par cenhimetre 
cube de sérum sanguin [46]. Ces proprié¢lés ont permis d’espérer 
que la streptomycine aurait une action bactériostatique rapide 
sinon stérilisante in vivo chez les animaux tuberculinisés ct en 
clinique chez les sujets atteints de différentes formes de tuber- 
culose. On croyait pouvoir atteindre des résultats thérapeutiques 
spectaculaires, analogues 4 ceux qui ont été observés avec la péni- 
cilline pour le traitement des infections dues aux germes pénicil- 
Jino-sensibles. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, s6ance du 6 novembre 1947. 
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Cependant, aprés de trés nombreux résultats expérimentaux 
et les observations cliniques dont nous disposons actuellement, on 
peut juger que de telles espérances ne se sont pas pleinement réa- 
lisées. 

il ne semble pas, cependant, que l’action de la streptomycine 
puisse donner a coup sur une stérilisation définilive et complete 
de l’infection tuberculeuse. 

Telle est la conclusion qu’il est possible de tiver des, travaux et 
des observations publiés par de trés nombreux auteurs que nous ne 
pouvons citer qu’en partic [5, 18, 47, 13, 9, 2]. 

La faible action de la streplomycine dans ]’expérimentation ani- 
male ainsi qu’en clinique médicale est surtout frappante si on la 
confronte, d’une part avec le fait que Mycobactérium tuberculosis 
figure en téte des micro-organismes sensibles in vitro a la strep- 
tomycine [2] et, @ autre part, avee le fart que Ja eoncentration de 
ce produit dans les, lissus, des, sujets, ct des, animaux traités, dépasse 
largement la concentration bactériostatique et méme bactéricide. 
Parmi les différentes explhications de ce phémomene, celle qui 
est le plus souvent évoquée lie cette inefficacité a la formation 
rapide des souches du bacille de Koch résistantes 4 la streptomy- 
cine. En effet, cette résistance peut apparaitre in vitro lorsque 
les bacilles restent pendant un temps assez prolongé (52-100 jours 
d’aprés Willistone et Youmans [24]) en présence des concentra- 
tions progressivement croissanles de |’ antibiotique. 

On a également observé des souches sensibles a la streptomycine 
(isolées chez les malades au début du. traitement) devenir strepto- 
mycino-résistantes au cours d’un traitement prolongé [26, 27, 44). 

Cette explication ne nous a pas paru suffisante. Il ne semble 
pas, en effet, que la résistance 4 la streptomycine puisse prendre 
naissance assez rapidement pour protéger a elle seule le bacille 
contre des concentrations élevées de l’antibiotique dés les pre- 
miéres heures ou les premiéres journées du traitement. 

Pour admettre, cette explication, il faudrait d’abord élucider ct 
démontrer comment et dans quelles circonstances, les bacilles. 
tuberculeux arrivent A trouver dans les tissus, de l’animal infecté 
un abri contre des concentrations léthales de streptomycine ; abri 
qui leur permettrait une accoutumance, progressive et probable- 
ment assez lente. 

I] nous semblait possible d’apporter plus de lumiére et de pré- 
cision dans cette question. en nous, servant de cultures de tissus 
infectés avec le hacille tuberculeux. I] s’agissait pour nous de 
savoir dans quelle mesure était justifiée I’hypothése que. les 
bacilles silués 4 l’intéricur des, tissus et des cellules vivantes ont 
un comportement particulier vis 4 vis de I’antibiotique., 

La culture de tissus infectés. par différentes souches de 
bacille, de Koch ainsi qwavec le BCG [44] a été néalisée ib y 
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a déja 20 ans, simultanément et indépendamment par Maxi- 
mow [45], Timofejewski et Benewolenskaja [22] a l’aide de la 
technique de Carrel. Ces auteurs ont observé réguliérement |’ap- 
parilion dans. les cultures, dés les quatriéme et cinquiéme jours, 
des images histologiques propres a la lésion tuberculeuse : tissus 
épithélioides, cellules géantes du type Langhans, qui accompa- 
gnaient la pénétration ct le développement du bacille dans le tissu 
explanté. 


Partie expérimentale. 


A. — MartTirieL ET METHODES. 


Comme dans les expériences devenues classiques de Maximow, 
Timofejewski et Lang [42], nous nous sommes servi de tissus 
de lapins adultes et sains. Aprés avoir essayé différents tissus, 
nous avons choisi pour nos expériences, la rate et le poumon. 

Les fragments de tissu, découpés en petits carrés ne dépassant 
pas 1 mm’, sont posés d’abord pendant vingt-quatre heures a 
la surface humide d’une goutte de plasma coagulé, ce qui permet 
de se débarrasser des globules rouges et des débris cellulaires. 
Aprés quoi on commence la culture proprement dite. 

La stricte répétition des cultures de Maximow et Timofejewski 
nous a donné des résultats satisfaisants. Voulant cependant mettre 
en marche pour une période prolongée une quantité assez considé- 
rable de cultures, infectées et non infectées, traitées ou non trai- 
tées a la streptomycine, nous avons choisi une technique ori- 
ginale permettant l’exécution facile du lavage et du renouvelle- 
ment de milieu en masse. 

Cette méthode s’inspire en partie de la technique employée 
pour nos cultures de tissu. épithélial sur membranes __plasti- 
ques [25]. Placgant sur de petites lames de verre des anneaux de 
verre et les fixant a l'aide de quelques goultes de plasma coa- 
gulé, on obtient de petits alvéoles étanches au fond desquels on 
place des fragments de lissu a cultiver. On les recouvre ensuite 
du milieu plasmatique. En utilisant cette technique, les lavages 
répéiés et renouvellement du milieu (opération trés délicate avec 
les techniques classiques) deviennent trés aisés, les risques d’infec- 
tion étant minimes (142p.c.d’infection). Les cultures,au nombre 
de six, sont placées sur une lame de verre carrée (11 x 11 cm.) et 
‘sont recouvertes avec un couvercle de boite de Petri stérile. Le 
bord de la boite de Petri est scellé a la paraffine. Les cultures 
sont ensuite placées a l’étuve 4 37° C en position couchée. 

Au début des cultures, on ajoute au milieu 50 cm? de pénicilline, 
de facon a éviter les infections accidentelles. i 

Comme milieu de culture, nous ultilisons un mélange (en par- 
ties égales) 1° de plasma sanguin hépariné de lapin (1 : 75.000), 
2° de lextrait de rate, 8° de liquide de Tyrode modifié, dont le 
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glucose est supprimé pour éviler l’influence perturbatrice qu'il 
exerce sur ]’action bactériostatique de la streptomycine {6, 23, 21). 
En ajoutant au milieu plasmatique 0,005 p. 100 de rouge de 
phénol, (qui est absolument inoffensif a cette concentration aussi 
bien pour le tissu que pour le bacille), on rend possible ]’évalua- 
tion de changements de pH. . 
Le pH du milieu étant, au début, égal 4 7,8-8,0, baisse ensuite 


lie. 4. — Culture de huit jours de rate de lapin adulte infectée avec le bacille 
de Koch (BCG), sans streptomycine. Les bacilles se trouvent en quantité a 


Yintérieur ainsi qu’a lextérieur des cellules. (Phot. A Guichard, Institut 
Pasteur.) 


laiblement jusqu’a 7,2 — 7,6, se wouvant toujours dans les limites 
de Vactivité bactériostatique de la streptomycine [26| et descend 
au-dessous de 7,0 uniquement dans les cultures infectées ou des- 
séchées. Ces cultures, impropres 4 }’étude de l'action de la strep- 
lomycine, sont éliminées. 

Dans les expériences présentées ici, nous avons choisi, pour 
infecter les tissus, la souche BCG, car les lésions caractéristiques 
de Vinflammation tuberculeuse ct la nécrose du tissu qu'elle pro- 
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voque apparaissent et se développent beaucoup plus lentement 
quiavee les autres souches du bacille tuberculeux [48]. Il deve- 
nait ainsi possible d’observer, dans de meilleures conditions, le 
développement du processus tuberculeux dans le tissu et l’action 
qu’exerce la streptomycine sur l’infection, 

_La souche BCG est celle de |’Institut Pasteur. Les concentra- 
tions de streptomycine qui produisent un effet bactériostatique 
dans le milieu de Sauton, pour cette souche, sont de l’ordre de 


Fic. 2. — Périphérie d'une culture de rate (lapin adulte) de neuf jours, infectée 
avec le bacille de Koch (BCG), sans streptomycine, fixée et colorée directement 
sur la lame de verre qui sert de support a la culture. Pullulation abondante 
des bacilles. Certains d’entre eux sont phagocytés. (Phot. A. Guichard, Institut 
Pasteur ) 


1 u/em® d’aprés Bretey (1) et de l’ordre de 2 4 10 u/cm*® d’aprés 
Boe et Vogelsang [1]. On infecte les fragments en les plongeant 
pendant une heure, dans une suspension légérement opalescente 
de bacilles obtenus par broyage et une forte dilution d’une culture 
de douze-treize jours sur pomme de terre glycérinée. Avant la 
mise en culture, on lave les fragments 4 A 5 fois dans |’eau physio- 
logique. Par cette méthode, l’infection des fragments de tissu 
a toujours été effective. 


(1) Communication personnelle. 
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La streptomycine est incorporée dans le milieu plasmatique de 
facon a obtenir une concentration définitive de 50 ou 100 u/em’, 
c’est-a-dire 4 des taux surpassant les concentrations obtenues dans 
les tissus chez l’animal ou chez homme [46]. La streptomycine 
employée (Merck, 1947) provenait du stock qui a servi pour les 
expériences exécutées a l'Institut Pasteur au Service de Chimie 
thérapeutique (M™° Tréfouél). Ces expériences ont confirmé [8] 
son action bactériostatique in vitro sur les différentes souches 
du bacille tuberculeux. } 

L’examen microscopique des cultures est effectué tous les trois 


Fic. 3. — Périphérie d'une culture de rate (lapin adulte) de neuf jours, infectée 
avec le bacille de Koch (BCG), la streptomycine (50 unités par centimetre cube) 
étant ajoutée le quatriéme jour. Les bacilles peu nombreux sont visibles 
seulement a l’intérieur des macrophages. (Phot. A. Guichard, Institut Pasteur.) 


a quatre jours avec un faible grossissement, ce qui donne la 
possibilité d’observer les migrations cellulaires, le caractére 
général de croissance, ainsi que le développement de colonies de 
BCG. Pour l'étude précise des altérations histologiques ainsi que 
pour l'étude du développement du bacille, on préléve des frag- 
ments a différents stades de cultures. Ils sont ensuile fixés au 
Zenker-formol, puis coupés et colorés. On colore par la fuchsine 
de Ziehl (pendant une demi-heure aprés chauffage), décoloration 
par l’acide chlorhydrique 4 1 p. 100 en alcool a 70° pendant trente 
4 soixante secondes. 


Aprés un lavage trés minulieux, on surcolore pendant vingt- 


= ss 
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vingt-cing minutes avec le Giemsa (rapide). La coloration des 
bacilles et celle des cellules sont, par cette méthode, d’une erande 
netteté. Il est parfois possible de fixer et de colorer directement 
la zone du tissu néoformé sur la lame de verre qui sert de 
support a la culture. 


B. — Rgsuttats ExPERIMENTAUX. 


_ Nous donnons ici les résultats de 4 expériences exéculées aprés 


Fic, 4. — Culture de poumon (lapin adulte) de quatorze jours, infectée avec le 
bacille de Koch (BCG.), soumise a l’action de la streptomycine (50 unités les 
premier, troisi¢me et dixiéme jours). On retrouve les bacilles dans le proto- 
plasma d'une cellule a plusieurs noyaux. (Phot. A Guichard, Institut Pasteur.) 


la mise au point compléte de la technique. Dans ces 4 essais,. nous 
avons cultivé parallélement : 

1° Le tissu normal de la rate et du poumon de Japin; 

2° Le méme tissu infecté d’emblée avec le bacille de Koch 
(souche BCG) en milieu habituel; 

3° Des fragments non infectés et cultivés en milieu contenant 
la streptomycine; 

4° Et enfin des fragments de tissu infectés et soumis a Vaction 
de la streptomycine, l’antibiotique étant présent le plus souvent 
dés le début de la culture. 
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La concentration en slreplomycine élait de 100 u/em®* pour 
une des séries (série IV) et de 50 u/em*® pour d'autres séries 
(séries II, V et VI). pe bhai 

Dans certains cas, la streplomycine ne fut pas ajoutce d’em- 
blée, mais aprés un certain délai (quatre jours). Le renouvelle- 
ment du milieu dans les cultures s’effectuait tous les quatre a 


ric, 5. — Culture de poumon (lapin adulte) de douze jours, infectée avec le 


bacille de Koch (BCG), soumise a l'action de la streptomycine ($0 unités 
le premier et le sixiéme jour). On voit une cellule géante avec plusieurs 
noyaux et protoplasme basophile. (Phot. A. Guichard, Institut Pasteur.) 


cing jours (comme pour les cultures habituelles) par l’adjonction 
d’une nouvelle goutte de milieu contenant la streptomycine apres 
un lavage d’une heure avec de l’eau physiologique contenant elle 
aussi de la streptomycine a la méme concentration. 

1° Les cultures normales (de la rate et du poumon) montrent 
dés le deuxiéme-troisiéme jour une migration cellulaire considé- 
rable suivie d’une croissance abondante des fibroblastes. La zone 
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de néo-croissance manifeste toujours une grande activité tandis 
que le tissu inilial au milieu du fragment montre souvent une 
nécrose. On n’a pas observé de cellules géantes dans ces cultures. 

2° Dans les cultures infectées avec le bacille de Koch, on cons- 
tate souvent, en Vexaminant directement au faible grossissement, 
une migration cellulaire moins importante, mais la croissance du 
ussu_conjonctif (fibroblastes) est toujours visible. Aprés cing a 
sept jours, on voit bien les colonies du bacille, parfois a distance du 
fragment de tissu, d’autres fois au contact méme des fibroblastes 
en croissance. Sur les préparations colorées, les images histolo- 
giques sont trés caractéristiques. Déja, du troisiééme au cinquiéme 
jour on voit apparaitre des agglomérations typiques du tissu 
épithélioide et de trés nombreuses cellules géantes du type 
Langhans avec plusieurs noyaux et un protoplasme basophile. 
Ces cellules ne conliennent qu’exceptionnellement des bacilles 
acidorésistants. 

3° Dans les cultures non infectées soumises A l’action de la 
streptomycine, on ne constate aucune action de cette substance 
sur la croissance des tissus. 

4° En présence de streptomycine, les cellules géantes appa- 
raissent dans le tissu infecté, mais elles sont moins nombreuses 
que dass le tissu infecté et non soumis 4 l’action de l’antibiotique. 
Les huitiéme-dixiéme jours, le contraste est frappant entre 
le tissu infecté et traité par la streptomycine et le méme tissu 
également infecté mais non soumis 4 son action. En présence de 
la streptomycine, les tissus sont généralement bien conservés 
et leur développement est normal, alors qu’en |’absence de la 
streptomycine, on ne voit souvent que de grosses cellules géantes 
et des fibroblastes au milieu d’un tissu nécrosé. 

En présence de streptomycine, on ne constate pas de pullu- 
lation bacillaire a l’extérieur du fragment. Cette différence est 
irés visible sur les préparations fig. 2 (sans streptomycine) et fig. 3 
(50 unités/em? de streptomycine ajoutées le quatriéme jour). En 
général, on voit, en présence de streptomycine, beaucoup moins 
de bactéries, et celles-ci se trouvent seulement a l’intérieur de 
certaines cellules épithélioides ou des macrophages. Les bacilles 
inclus dans leur protoplasme restent acido-résistants, ils sont 
parfois granuleux. 

Si, comme on a procédé dans la série N VI, on lave soigneuse- 
ment pendant deux heures une culture, qui était antérieurement 
infectée par le BCG et était restée pendant douze jours en présence 
de streptomycine, on observe une reprise de croissance de bacilles 
4 Vintérieur et a l’extérieur des cellules. 

Pour compléter ces résultats, nous avons dans les séries V et 
VI exécuté parallélement une congélation (dix-huit heures 4 —4°- 
—5° ©) de certaines cultures infectées par le BCG non traitées a 
la streptomycine. 
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Celte opération a provoqué la mort du tissu. Elle ne s’est pas 
cependant montrée nuisible pour les bacilles. Ce qui est en accord 
avec le fait bien connu et confirmé [7] de la résistance du bacille 
de Koch a labaissement de température. 

Sur les préparations de ces cultures remises a |’étuve @ 37° 
pendant huit jours aprés la congélation on constate Ja pullulation 
du bacille dans le tissu nécrosé. Dans le témoin (également infecté 
et congelé) mis quatre jours aprés la congélation dans un milieu 
plasmatique contenant 50 unités de streptomycine par centimétre 
cube, on ne voit qu’un bacille sur 3 ou 4 préparations. 


Discussion. © 


De ces résultats expérimentaux remarquablement constants et 
concordants ‘on peut conclure : ~ degled 

La streptomycine aux concentrations employées posséde une 
action bactériostatique et trés probablement aussi bactéricide sur 
le bacille'de Koch (souche BCG) se trouvant en dehors des cellules 
du tissu vivant, dans le milieu plasmatique ou dans la zone 
nécrosée de ce tissu. Cependant il semble que son action ne soit 
pas aussi compléte a l’égard des bacilles qui se trouvent a’ Tinté- 
rieur des cellules vivantes. Incorporés dans le protoplasme cvellu- 
laire, ils ne sont pas seulement A Vabri de l’action de cet anti- 
biotique mais aussi gardent leur pouvoir de multiplication. En 
effet, le groupement et le nombre des bacilles est ici trés différent 
de l’image de quelques bacilles isolés el phagocytés qu’on voit 
dans les cultures fraichement infeelées. MN 

La preuve de |’activité du bacille dans les cultures en présénce 
de streptomycine est apportée aussi par l’apparition du tissu 
épithélioide et des cellules géantes. 

La vitalité des fragments tissulaires infectés et traités systéma- 
tiquement avec la streplomycine se conserve pourtant mieux et 
plus longtemps. 

Ces résultats s’accordent parfaitement avee tout ce que nous 
connaissons de la streptomycine dans la tuberculose expérimen- 
tale et clinique. 

L’action des concentrations plus fortes ‘de l’antibiotique, son 
action sur les tissus infectés par différentes souches du bacille 
de Koch, ainsi que l’influence simultanée de certains agents 
chimiques sont l’objet de travaux en cours, 


Conclusion. 


1° On a obtenu a aide d’une technique spéciale des cultures 
de tissu de la rate et du poumon de Japin en présence du bacille 
tuberculeux (souche BCG). La durée de Ja culture a été de dix a 
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vingt jours et on a vu dans les fragments examinés les lésions 
histologiques propres de Jl’inflammation tuberculeuse : tissu 
épithéhioide et cellules géantes. 

2° En ajoutant au milieu plasmatique la streptomycine (50 a 
100 unités par centimétre cube) on arréte la pullulation du BCG 
en dehors du tissu vivant sans empécher cependant sa survie et 
son développement intracellulaire. 

3° Aprés congélation et mort du tissu, le bacille continue a se 
multiplier, si le milieu ne contient pas de streptomycine tandis 
qu’en présence de cet antibiotique, la pullulation du bacille est 
complétement supprimée. 
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LA PENICILLINASE 
CONDITIONS DE PRODUCTION — ETUDE DE L’ACTIVITE 


par F, GRUMBACH, B, SUREAU et F. BOYER (°). 


Nous avons recherché les conditions les meilleures pour obteniw 
une pénicillinase active ; nous avons fait varier la nature du milieu 
de culture, son volume, sa surface libre, l’Age de la culture, le 
procédé de filtration; et enfin, nous avons éiudié les relations 
entre la concentration de l’enzyme et son activité. Toutes nos 
expériences ont été faites avee la souche de B. subtilis Ungar, 
que nous devons a ]’amabilité du professeur L.-P. Garrod. 

Les auteurs anglais donnent leur préférence a une méthode 
simple de préparation de pénicillinase active stérile, proposée 
par Ungar (1944); ils se servent d’un fitlrat de B. subtilis en eau 
peptonée : 1 cm® de filtrat obtenu neutralise environ 600 unités 
de pénicilline. 

I. — Propuction. 


Ainsi que nous lavons indiqué dans une note précédente (1), 
pour la pratique courante nous ensemencons 0,5 cm* d’une cul- 
lure de vingt-quatre heures de B. subtilis (S. Ungar) dans 250 cm* 
de bouillon ordinaire : aprés quatre jours d’étuve, la culture est 
neutralisée, centrifugée et filtrée. Nous obtenons couramment une 
pénicillinase capable d’inhiber 2.000 U. O. de pénicilline par 
goutte dans 5 cm* de milieu. El nous avions déja noté que l’inten- 
sité de Vaction dune méme pénicillinase varie en fonction de 
divers facteurs que nous étudions dans ce travail. 


1° INPLUENCE DE LA NATURE DU MILIEU. — Nous avons compare 
la production de pénicillinase en bouillon ordinaire, avee el sans 
alucose. 

Ainsi que le démontre le tableau ci-aprés, le bouillon ordi- 


naire, additionné de glucose (2 p. 1.000), donne le meilleur ren- 
dement. 


*)0 


Rote pU VOLUME DU MILIEU DE cuLTURE. — L’expérience 
montre que le rendement est d’autant meilleur que le milieu de 
culture a un volume plus restreint (fie. 1). 


(* sociélé Prangaise de Microbiologic, séance du 6 novembre 1947. 
(1 B. Sureav et PF. Boyer. Les substances « anti ». Leurs applications 
cliniques. Société Francaise de Microbiologie, juillet 1947. 
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TABLEAU I. » 
a re eeeenenctnenneeervnneenerscneeeereer 


BOUILLON ORDINAIRE 
+ GLucosE (2 p. 1000) 


AGE DE LA CULTURE BOUILLON ORDINAIRE 


ce | 
i] 


SOULS pes hate. ofVE Nae: tng 8.000 U. 5 000 U. 
De LOLS IG ou a aes. on Aces 40.000 U. 42 0v0 U. 
7 jours . 08, er oe. 12.000 U. 48.000 U. 
SOUPS cb Me ee ee ete 42.000 U. 20.000 U. 


3° ROLE DE LA SURFACE LIBRE DU MILIEU DE CULTURE. — Nous 
avons préparé plusieurs cultures de B. subtilis dans divers réci- 
pients présentant, pour un volume égal (200 cm* de milieu de 
culture), une surface libre variable : fioles Fourneau a petite sur- 


w 19.000 

zu 

ne CUcy, 

a5 wee 0 g 

ey.) <---> Oe om 

is ee ULTURE pre Yoo 4 I> 

Sy 5.000 Yoo 

we 

on a 

Yak 

wd 

roe 

325 Loco 
ok 
ou 20 5° 10a 200 
= VOLUME DU MILIEU EN Cm? 

Fro. 4. 


face et boites de Roux a grande surface. Le rendement est 
augmenté en fonction de la surface de la fiole. Pour deux cultures 
de méme Age (quatre jours) on obtient en boite de Roux un 
rendement double de celui obtenu en fiole Fourneau ; par contre, 
le milieu en fiole Fourneau donne son optimum entre le huitiéme 
et le douziéme jour, alors que le milieu en boite de Roux a un 
rendement déja diminué. 

4°. RENDEMENT EN FONCTION DE LAGE DE LA CULTURE. — Du 
tableau ci-dessous il ressort que Je rendement est optimum vers 

Tasieau IT. 

UNITES DB PENICILLINE 
AGE DE LA CULTURE inactivées par I goutte de filtrat 
(Bougie L3) 
el a dad tl La 


Oe beuresis.. .waliuso- stooges sel lac 40.U. 


ESeReupesitaes ative: Gees, TS or 300 U. 
QHIOULSE de LOUIS Sek ue 6) lors Sa 5.000 U. 
IS ARTES bade et ees Lace nal Hime eae ee ec 7.000 U. 
SMIOMESIS tucucart at ae ee 9.000 U. 
CRONTS Pray. poly Seton ah Seen y 7.000 U. 
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le cinquiéme jour de culture dans les conditions de |’expérience : 
culture de B. subtilis a 87°, en fioles de 50 cm*, sur bouillon! 
ordinaire. ! 

Au dela de ce temps, le pouvoir enzymatique diminue. 
{ 

5° INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. — Nous avons essayé, dans 
des conditions comparables, des cultures 4 23°, 28° et a 37°. | 


Au 4° jour, I goutte de la culture & 23° inactive... . 300 U.O 
Au 4° jour, | goutte de la culture & 28° inactive. . . . 4.000 U.O. 
Au 4* jour, I goutte de la culture @ 37° inactive. . . . 8.000 U.O. 


Nous pensons que cela tient au fait qu’a 28° la culture est trés 
discréte, tandis qu’A 87° elle est abondante ; la production de 
pénicillinase est en effet fonction de la richesse de la culture. , 


6° Frtrration. — Nous avons comparé la filtration des cultures 
sur filtre Seitz et sur bougie L3. La bougie retient un faible pour- 
centage de pénicillinase, plus important que le filtre Seilz, mais 
nous lui donnons la préférence car elle assure une stérilisation 
plus parfaite que le filtre Seitz. On obtient un meilleur rendement 
en centrifugeant énergiquement la culture avant de Ja filtrer : la 
filtration sur bougie s’en trouve accélérée el n’entraine pas de 
colmatage. 

IJ. — TirraGe bdE LA PENICILLINASE. 


La plupart des auteurs qui se sont occupés de pénicillinase 
utilisent comme méthode de titrage Ja méthode des dilutions, dose 
fixe de pénicillinase et pénicilline en quantité croissante ; Ungar 
emploie 1 cm* de pénicillinase qui inactive environ 600 U. O. “de 
pénicilline. 

A partir dune dose fixe de pénicillinase, 0,05 cm* (étant donné 
le titre élevé de nos filtrats), nous titrons son activité vis-a-vis de 
doses de pénicilline échelonnées de 1.000 U. O. a 20.000 U. O., 
dans 5 cm* de milieu de culture [peptone glucosée] (2). 

Cetle méthode nécessile des quantités considérables de pénicil- 
line, en rapport avec le titre élevé de la pénicillinase ; nous 
verrons en effet que le fait de diluer les solutions de pénicillinase 
modifie beaucoup les résultats et rend leur interprétation dif- 
ficile (3). 

(2) La quantilé de pénicillinase doit étre mesurée trés exactement, 
c’est pourquoi, abandonnant les pipettes compte-gouttes, nous n’em- 
ployons que des pipettes graduées 4 0,01 cm’. Cette précaution ‘est 
indispensable pour éviter des variations considérables du tilre d'une 
pénicillinase. 

(3) F. Grumpace et 'F, Boyer. Méthodes de dosage de la péniciilinase, 
Sociélé Prangaise de Microbiologie, 6 novembre 1947. 
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C'est pour parer a cet inconvénient que nous avons proposé 
une méthode de titrage en boite de gélose, basée sur la diffusion 
de la pénicillinase dans la gélose (3). Cette méthode permet de 
litrer des pénicillinases non filurées : les germes ne diffusent pas 
dans la gélose et les résultats trouvés sont identiques pour un 
méme liquide, filtré ou non filtré. 


IIT. — INactivaTIon DE LA PENICILLINE PAR LA PENICILLINASE. 


L’inhibition de la pénicilline par la pénicillinase demande un 
certain temps. Nous avons étudié la vitesse de cette réaction A 
37° en dosant la pénicilline qui reste dans Ja solution (méthode 
Heatley) au bout de deux, quatre, six, huit, dix, douze, seize, 


Courses A. Courses B. 


Courses A. — 50.000 U. pénicilline dans 50 cm*® de bouillon (4.000 U. par cen- 
tinzétre cube). J, + I goutte de pénicillinase ; II, + II gouttes de pénicillinase; 
Tif, + V gouttes de pénicillinase; IV, + X gouttes de pénicillinase; V, 
+ XX gouttes de pénicillinase. 

Courses B. — 5.000 U. pénicilline dans 50 cm® de bouillon (100 U. par cen- 
tim¢tre cube). }, + ¥ goutte de pénicillinase; [, + I] gouttes de pénicillinasc; 
Ili, + V gouttes de pénicillinase; 1V, + X gouttes de pénicillinase. 


vingt-quatre, trente heures. Pour une méme dose de pénicilltne 
(50.000 U. O. dans 50 cm* de bouillon, soit 1.000 U. O. par centi- 
métre cube), des doses variables de pénicillinase (I, Il, V, X ct 
XX gouttes) entrainent de grandes différences : avec XX goultes 
de pénicillinase, la pénicilline est détruite en huit heures, tandis 
qu’avec I goutte, il reste encore 400 U. O. par centimétre cube 
de pénicilline non imactivée au bout de trente-deux heures 
(courbes A). 

Avec une solution a 100 U. O. par centimétre cube de pénictl- 
line dans le méme volume que précédemment (50 cm*), les mémes 
doses de pénicillinase inactivent beaucoup plus rapidement ! 
pénicilline, et au bout de trente heures, I goutte de pénicillinase 
inactive totalement la solution de pénicilline (courbes B). 
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Par contre, a la concentration de 1.000 U. O. par centiméire 
cube dans un volume de 5 em® de bouillon, la pénicilline est 
beaucoup plus rapidement inactivée par la pénicillinase ; elle est 
totalement détruite en cing heures avec V gouttes de pénicilli- 
nase, presque totalement en six heures avec II gouttes et en 
vingt-six heures avec I goutte (courbes C). 

Pour mieux suivre ce phénoméne, nous avons étudié a |’électro- 
biophotométre de Faguet, les courbes de croissance du staphy- 
locoque (4) pendant vingt-quatre heures; nous avons opéré 
comme suit : 

On prépare 50 cm® de peptone glucosée dans chacune des 
six cuves que comporte l’appareil. Dans cing de celles-ci on 


Unites oxroro 


UNITES OxFORD 


30 
Hues 


Counses C, Courses E. 


Courses C. — 5.000 U. pénicilline dans 5 cm* de bouillon (1.000 U. par centi- 
métre cube) I, + 1 goutte de pénicillinase; I], + Il gouttes de pénicillinase ; 
Il], + V gouttes de pénicillinase. 


Counses E. — 50.000 U. pénicilline dans 50 cm* bouillon (4.000 U. par centimétre 
cube). 3, + 0,5 cm* pénicillinase; 4, + 2,5 cm* pénicillinase; 5, + 5 em péni- 
cillinase; 6, + 10 cm* pénicillinase. 


ajoute 50.000 U. O. de pénicilline (soit 1.000 U. O. par centimetre 
cube). La cuve n° 1 (ne contenant pas de pénicilline) sert de 
\émoin de croissance normale du staphylocoque ; Ja cuve n° 2 est 
le témoin pénicilline sans pénicillinase. Les cuves 3, 4, 5 et 6 
recoivent respectivement 0,5, 2,5, 5 et 10 em de pénicilli- 
nase, puis on ensemence uniformément toutes Jes cuves avec 
une cullure de vingt-quatre heures de staphylocoque (dilution 
finale 10—*). Les résultats sont enregisirés dans los courbes sui- 
vantes : (courbes D). 

Pour la dose de pénicillinase la plus faible (0,5 em*) [courbes 3], 


(4) Nous remercions le D" Facurr qui a eu lextréme obligeance de 
bien vouloir suivre l’enregistrement de ces courbes. 
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on constate un certain retard de la culture du staphylocoque qui 
finit par pousser normalement et rattraper la courbe témoin en 
vingt-deux heures. Avec 2,5 cm® de pénicillinase (courbes 4), ve 
retard est trés diminué et avec 5 et 10 cm’, on ne constate plus 
qu'un léger retard par rapport au témoin (courbes 5 et 6), retard dt 
vraisemblablement au temps nécessaire pour que Vinhibition de 
Ja pénicilline par la pénicillinase se fasse; cette réaction est 
d’autant plus lente que la quantité de pénicillinase en présence 
est plus faible. D’autre part, avec 5 et 10 cm® de pénicillinase, les 
deux courbes sont tout a fait superposables ; il y a, par con- 
séquent, une dose limite d’activité qu’on ne peut pas dépasser. 

Parallélement 4 cette expérience, en employant les mémes 


en TEL TSS ae aE ES MO aol 


pots et oe ay : 
| Wer re * a aR $0 ot os ee SS. 


rt ect n 4 
sar pare a Le a YS 
HEURES 


Counsges D. — Enregistrement a 1’électrobiophotométre des courbes de croissance 
du staphylocoque en présence de pénicilline + doses croissantes de pénicil- 
finase. (50.000 U. de pénicilline dans 50 cm? de bouiilon.) 1, croissance nor- 
male du staphylocoque; 2, témoin pénicilline sans pénicillinase; 3, 50-000 U 
pénicilline + 0,5 em® pénicillinase; 4, 50.000 U. pénicilline + 2,5 cm® pénicil. 
linase; 5, 50.000 U. pénicilline + 5 cm® pénicillinase; 6, 50.000 U. pénicilline- 
+ 10 cm pénicillinase. 


quantités de milicu et les mémes proportions de pénicilline et de 
pénicillinase, nous avons dosé par la méthode Heatley la péni- 
cilline non inactivée aprés un séjour de une, deux, trois, cing et 
huit heures a l’étuve a 37°. Nous avons obtenu des résultats 
comparables (courbes I). 


CONCLUSION, 


La production de pénicillinase dans le cas du B. subtilis Unga 
est liée en premier licu aux conditions de culture de ce germe ; 
non seulement Ja nature du milieu, mais encore le volume de la 
culture et sa surface libre, son age, la température ambiante 
interviennent. En particulier, l’abondance de la culture et |’im- 
portance du voile favorisent la production de pénicillinase. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 74, 0° 4, 1948. 2 
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D’autre part, nos résultats montrent que Vinhibition de la 
pénicilline par la pénicillinase ne suit pas les lois qui régissent 
une simple réaction chimique; la pénicillinase se comporle 
réellement comme un enzyme. 


ANTICORPS FORMES CHEZ LE CHEVAL 
PAR INJECTION INTRAVEINEUSE ET INTRADERMIQUE 
D’ANATOXINE DIPHTERIQUE 


par M. FAURE, R. LAMY et M. J. COULON. 


Heidelberger, Treffers et Freund [4] ont émis lhypothése que 
la voie d’introduction d’un antigéne chez un animal pouvait 
déterminer le type des anlicorps formés. En effet, l’injection sous- 
cutanée au cheval d’albumine de lapin [4], d’ovalbumine [2, 3), 
d’hémocyanine [4], des toxines diphtérique, tétanique, etc., pro- 
duit des anlicorps qui précipitent avec leur antigéne selon le 
type « floculation » ; dans ce cas, l’immun-précipité ne se forme 
que dans une zone étroite située de part et d’autre du point d’équi- 
valence entre l’anligéne et son anticorps. Par contre, |’injection 
intraveineuse de globulines de lapin précipitées par l’alun a un 
cheval [4] a donné naissance 4 un anticorps qui réagit avec son 
antigéne selon la méme modalité que les polyosides et les pro- 
téines pneumococciques avec le sérum des chevaux auxquels on 
a administré des pneumocoques par voie intraveineuse ; dans cette 
réaction du type « précipitation », il se forme un immun-précipité 
insoluble méme lorsque l’anticorps se trouve en grand excés par 
rapport a l’antigéne. Cependant, ces auteurs reconnaissent que 
ces expériences ne sont pas absolument concluantes étant donné 
qu’une méme préparation antigénique n’a pas été injectée a des 
chevaux par la voie intraveineuse ou la voie sous-culanée. C’est 
pourquoi, nous avons, dans ce travail, étudié les anticorps formés 
chez le cheval par injection intraveineuse et également intrader- 
mique d’anatoxine diphtérique que l|’on administre classiquement 
par la voie sous-cutanée. Nous avons, en particulier, étudié la 
localisation dans le sérum de |’antitoxine produite afin de savoir 
si elle est contenue dans la fraction des pseudo-globulines comme 
dans le sérum antidiphtérique thérapeutique classique, ou bien si 
elle se trouve liée 4 la fraction des euglobulines qui renferment 
les anticorps antipneumococciques obtenus par la voie intravei- 
neuse chez le cheval. 

Par ailleurs, de nombreux auteurs ont observé depuis long- 
temps que ]’administration sous-cutanée de la toxine ou de l’ana- 
toxine diphtérique au cheval conduit a la formation d’une quan- 
tité d’antitoxine diphtérique beaucoup plus élevée que |’adminis- 
tration intraveineuse. I] en est de méme chez le lapin et chez !e 
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cobaye et ce fait est généralement attribué a une élimination plus 
rapide de l’antigéne lorsqu’on l’injecte par la voie intraveineuse. 
Pour ralentir cette élimination, on insolubilise l’anatoxine par 
divers procédés et en particulier en la précipitant par de lalun 
(Glenny [5]) ce qui, en effet, augmente son pouvoir antigénique. 
Freund et Bonanto [6] ont méme constaté que la voile intravel- 
neuse devient, chez le lapin, plus efficace que la voie sous-cutanée 
avee ces préparations ; chez le cheval, par contre, l’injection intra- 
veineuse de l’anatoxine précipitée par de l’alun n’a donné que 
de trés médiocres résultats. Dans ce travail, nous avons tenté 
d’améliorer celle technique en diminuant encore la solubilité de 
l’anatoxine diphtérique par action de |’alun de chrome sur le pré- 
cipité obtenu avec l’alun d’aluminium. 


PREPARATION DES ANTIGENES. 


Nous avons utilisé comme maliére premiére l’anatoxine brute 
préparée par |’Institut Pasteur pour ’hyperimmunisation des che- 
Vaux antidiphtériques. 


1° PURIFICATION DE L’ANATOXINE DESTINEE AUX INJECTIONS INTRA- 
permigues. — Afin de pouvoir injecter le nombre désiré d’unités 
d’anatoxine sous un volume aussi réduit que possible, nous avons 
purifié l’anatoxine brute en combinant la méthode de Boivin [7] 
et celle de Pappenheimer [8]. Par ce procédé briévement résumé 
ci-dessous, on oblient facilement 4 partir d’une anatoxine de titre 
moyen (80 4 85 unités par cm*) et avec un rendement de 50 p. 100, 
une solution d’anatoxine contenant environ 20.000 unités par cm* 
et ne renfermant plus que 50 p. 100 d’impuretés. 

4 litres d’anatoxine refroidie 4 0° sont amenés A pH 3,5 par addition 
d’un mélange a parties égales d’acide perchlorique 2 N et d’acide chlor- 
hydrique 2N (1). Le précipité séparé par une centrifugation rapide est 
dissous dans 100 cm® d’eau par neutralisation avec du carbonate de 
sodium (pH 7,5). La solution est agitée pendant dix minutes avec 10 g. 
de charbon « R. P. ». La solution partiellement décolorée et les trois 
eaux de lavage du charbon (200 cm* au total) sont additionnées de 
80 cm® de solution saturée de SO,Am,. Le précipité formé est éliminé 
et om ajoute 4 Ja solution mére 320 cm’ de SO,Am, saturé. Ce préci- 


(1) Nous avons remplacé l’acide trichloracétique, qu’il était alors diffi- 
cile de se procurer, par l’acide perchlorique étudié par Neuberg [9] 
comme agent de défécation protéinique. La purification d’un grand 
nombre d’échantillons d’anatoxine diphtérique nous a montré que l’on 
obtenait des résultats identiques avec ces 2 acides. On peut également 
utiliser, par mesure d’économic, des mélanges composés de 1 volume 
d’acide trichloracétique ou d’acide perchlorique 2 N et de 2 volumes 
(acide chlorhydrique 2 N sans modifier le rendement de la précipi- 
tation de l’anatoxine. 


ss 
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pité qui renferme Vanatoxine, est purifié & nouveau de la méme fagon 
avec du SO,Am, en utilisant des quantités de réactifs moitié des précé- 
dentes : eau, 100 cm? ; SO,Am, saturé, 40 puis 160 cm’. Afin d’éli- 
miner la majeure partie du sulfate d’ammonium qui imprégne ce 
précipité, par deux fois, on le dissout dans 200 cm® d’eau et on préci- 
pite l’anatoxine A pH 3,5 par addition d’acide perchlorique. On dissout 
le précipité par neutralisation dans un petit volume d’eau. On déter- 
mine le titre de la solution, on la dilue de facon qu’elle contienne 
18.000 unités d’anatoxine par centimétre cube et on ajoute 5 p. 1.000 
de phénol. 


2° INSOLUBILISATION DE L’ANATOXINE DESTINEE AUX INJECTIONS 
INTRAVEINEUSES. — Pour augmenter ]’insolubilité de l’anatoxine 
précipitée par l’alun d’aluminium, nous |’avons traitée par un 
deuxiéme agent de tanage plus puissant que le précédent : ’alun 
de chrome. Nous avons ainsi obtenu des préparations extréme- 
ment peu solubles, non seulement dans le phosphate disodique 
M/15, mais encore dans le sérum sanguin et qui, cependant, avaient 
conservé leur activité antigénique in vitro (dosage des unités d’ana- 
toxine par floculation aprés dissolution du précipité dans le sel 
de seignette) et leur propriété antigénique in vivo (formation 
d’antitoxine chez le lapin, aprés injection intraveineuse, en quan- 
tité au moins égale a celle obtenue par administration d’anatoxine 
précipitée seulement par l’alun d’aluminium). 

L’étude des facteurs intervenant dans |’insolubilisation de |’ana- 
toxine : concentration des solutions d’alun, pH, temps de contact, 
température, nous a conduits 4 préparer comme suit le produit 
destiné 4 l’immunisation des chevaux par vole intraveincuse : 


A 100 cm? d’une solution d’anatoxine purifiée seulement par préci- 
pitation par de l’acide perchlorique et diluée de facon qu'elle 
renferme 0,5 p- 100 de protéines, on ajoute 30 cm*® d’une solution 
d’alun d’aluminium et de potassium a 1 p. 100 et on améne le pH 
4 5 par addition de soude. Le précipité, séparé par une centrifugation 
trés rapide, est mis en suspension dans 100 cm* d’une solution a 
0,1 p. 100 d’alun de chrome et de potassium préalablement additionnée 
de soude jusqu’A début de précipitation. Aprés deux heures de contact 
A + 4°, le précipité est séparé, lavé deux fois, puis mis en suspension 
dans de l’eau physiologique. On détermine le titre de la suspension 
en dissolvant une partie aliquote du précipité 4 37° dans du sel de 
seignette 4 10 p. 100 dont on maintient la neutralité par addition de 
phosphate disodique ; on améne ce titre par dilution 4 900 unités 
d’anatoxine par centimétre cube et on ajoute 1 p. 10.000 de merthiolate. 


IMMUNISATION DES CHEVAUX. 


Quelle que soit la forme de l’anatoxine administrée et la voie 
d’injection utilisée, tous les chevaux ont recu le méme nombre 
d’unités d’anatoxine selon la méme cadence. 
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« Premiere immunisation » : 6 injections de 800, 2.400, 4.800, 10.000, 
14.000 et 18.000 unités d’anatoxine en un mois. Saignées : dix et 
quatorze jours aprés la derni€re injection. 

« Recharge » : aprés deux semaines de repos, 3 injections de 8.000, 
12.000 et 16.000 unités. 


L’injection intradermique de l’anatoxine purifiée a provoqué 
une’ forte élévation thermique et la formation d’escarre locale ; 
l'injection intraveineuse de |’anatoxine insolubilisée par les aluns 
d’aluminium et de chrome n’a été suivie d’aucun choc. Dans les 
deux cas, l’élat général des chevaux est resté excellent. 


I’RACTIONNEMENT DES SERUMS. 


a) Par piatyse. — On sépare Jes euglobulines en dialysant le 
sérum dans un sac de collodion vis-a-vis d’eau distillée a + 4° 
pendant plusieurs jours. 


b) Par LE SULFATE p’AMMoNIUM. — Aprés dilution du sérum avec 
2 volumes d’eau physiologique, on ajoute une solution saturée 
de SO,Am, de facgon a obtenir d’abord la fraction précipitant a 
33 p. 100 de saturation : globulines « 83 », puis la fraction précipi- 
tant & 55 p. 100 de saturation : globulines « 88-55 ». Les globu- 
lines « 83 » renferment principalement les globulines y et les glo- 
bulines « 83-55 » contiennent surtout les globulines « et @ selon 
la définition des fractions sériques oblenues par électrophorése. 

Les solutions de ces diverses fractions sont amenées 4 un vo- 
lume égal 4 celui du sérum dont elles proviennent et leur activité 
antiloxique est déterminée & l’aide de Ja réaction de floculation 
de Ramon. Les titres sont exprimés en unités floculantes par em*. 


R&ésULTATS. 


Les titres des sérums des 7 chevaux ayant recu des injections 
intraveineuses d’anatoxine insolubilisée par les aluns d’alumi- 
nium et de chrome sont inscrils dans le tableau I. L’activité anti- 
toxique de ces sérums (moyenne : 63 unités par cm?) est trés 
faible par rapport a celle des sérums préparés classiquement par 
injection sous-culanée d’anatoxine : 150 4 1.500 unités par cm?. 
Comme la capacité de production d’anatoxine varie considérable- 
ment d’un cheval A un autre, nous avons vérifié que les titres trés 
bas obtenus dans cette expérience n’étaient pas dus uniquement 
au choix des chévaux, en soumetlant ces derniers 4 deux autres 
immunisations par la voie sous-cutanée; pour la deuxiéme immu- 
nisation, nous avons utilisé de l’anatoxine insolubilisée par les 
aluns et pour la troisiéme immunisation, de l’anatoxine purifiée 
en solution. On voit (tableau I) que les titres antiloxiques, bien 


ee 
~— 
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TARLEAU I. — Titre antitoxique des sérums des chevaux soumis A 
une immunisation par voie intradermique avec de l’anatoxine 
insolubilisée par les aluns d’aluminium et de chrome puis a 
deux immunisations par voie sous-cutanée avec de l’anatoxine 
insoluble et de l’anatoxine soluble. 


4 VOIE D' INJECTION ET FORME DE L’ANATOXINE 
NUMEROS 
des chevaux 


Intraveineuse Sous-cutanée Sous-cutanée 
Anatoxine insoluble] Anatoxine insoluble] Anatoxine soluble 


70 150 
85 200 
65 ) 150 
70 200 
50 300 
50 250 
50 200 


di 
2. 
3. 
4, 
5. 
6. 
7 


63 50. 207 


que faibles : moyennes 150 puis 200 unités (2), sont cependant 
nettement supérieurs & ceux obltenus aprés l’immunisation par 
vole intraveineuse. Par ailleurs, on ne peut pas attribuer la faible 
efficacité des injections intraveineuses de |’anatoxine insoluble a 
une formation plus lente des anticorps, car le cheval n° 7 a été 
soumis a deux immunisations intraveineuses successives et le tilre 
de son sérum s’est maintenu 4 50 unités. On voit donc que, en dépit 
de Vutilisation d’une anatoxine rendue particuli¢rement insoluble, 
la voile intraveineuse est. demeurée chez le cheval moins efficace 
que la voie sous-cutanée, 4 inverse de ce qui a été observé chez 
le lapin. 

Les 6 chevaux soumis 4 l’immunisation par voie intradermique 
avec une solution d’anatoxine purifiée ont donné les titres anti- 
toxiques suivants : 625,550, 225, 450 et 600. La moyenne des titres, 
500 unités par centimétre cube, est égale 4 la moyenne des tilres 
des chevaux immunisés a cette époque par la voie classique sous- 
cutanée. Ces chevaux ont recu 4 «recharges» successives sous la 
forme également d’injections intradermiques d’anatoxine purifice. 
Les titres de leur sérum ont baissé progressivement (titres 
moyens : 490, 410, 310, 270), mais d’une maniére analogue a celle 


(2) Les chevaux utilisés dans cette expérience se sont donc révélés de 
trés mauvais producteurs d’antitoxine ; c’est pourquoi, il ne nous est 
pas possible de conclure que notre préparation d’anatoxine insolubilisée 
par l’action successive des aluns d’aluminium puis de chrome possede, 
chez le cheval, une valeur antigénique supérieure ou non 4 |’anatoxine 
précipitée seulement par l’alun d’aluminium utilisée par Freund et 


Bonanto. 
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que l’on observe lors de l’immunisation et des « recharges » ef- 
fectuées par la technique classique. On voit donc que le cheval 
réagit de fagon identique aux injections sous-cutanées et intra- 
dermiques d’anatoxine diphtérique. 

Dans le tableau IJ, nous donnons le résullat des fractionnements 


TasLeau Il, — Titre antitoxique des diverses fractions des sérums 
antidiphtériques préparés par voies intraveineuse, intrader- 
mique ou sous-cutanée. 


FRACTIONNEMENT EVE RCTUE 


par dialyse -« avec SO,Amy 
eS Se Bene 


, 


, 


VOIE D INJECTION 


SERUM TOTAL 
rivé 
ulines 


b 


FORME DE L ANATOXINE 
des euglo 


NUMEROS DES CHEVAUX 


« 338-55 » 


Euglobulines 
Globulines _ 


Globulines 


Sérum 


Insoluble 
Intraveineuse. 
Indosable 


Moyenne . 57,5 : 31 


8 70 (1) 300 
9 400 
10 2! “48 90 
1 5 < 25 335 
42 335 
13 : 300 


Soluble. 


Intradermique. 


Moyenne . ; 38! 293 


235 200 
1.00 325 
400 35% 
465 355 
260 ‘ 230) 


“4 és pe 
30h oe 355 


Soluble 


| 


Moyenne .|_ 37: 370 ‘7,5 303 


= sar 3 Abd i" ras 3 2177 +4 
salt) Cosats me ont eis prélevés a Ja suite de la deuxiéme recharge. Les fractionne- 
onis clectues avec les sérums de ces mémes chevaux a d'autres périodes de l'imniu- 
nisation ont donné des résultats analogues, 


des sérums des chevaux préparés par les diverses voies : inlia- 


ANATOXINE DIPHTERIQUE 25 


veineuse, intradermique et sous-cutanée. On voit que la répartition 
des anticorps dans les diverses fractions des sérums est prati- 
quement la méme, quel que soit le mode de préparation de |’anti- 
toxine. Dans tous les cas, les euglobulines n’entrainent qu’une 
partie faible ou nulle de Vactivité antitoxique. Les globulines 
« 33 » renferment, le plus souvent, beaucoup moins d’antitoxine 
que les globulines « 33-55 », mais les proportions relatives sont 
trés variables d’un sérum a un autre, ce qui ne permet pas d’attri- 
buer une signification bien précise aux chiffres moyens calculés. 
Dans le cas des sérums préparés par voie intraveineuse, la propor- 
tion d’antitoxine contenue dans les globulines « 33 » est relati- 
vement élevée (2/3), mais la quantité absolue d’antitoxine reste 
faible. Par ailleurs, aprés l’immunisation suivante subie par ces 
chevaux et effectuée par la voie sous-culanée, on a constaté une 
augmentation sensiblement paralléle de l’activité antitoxique dans 
les globulines « 33 » et « 33-55 ». 

Lors des titrages de tous ces sérums ou de leurs produits de 
fractionnement, la combinaison de la toxine avec |l’antitoxine 
s’est effectuée dans tous les cas selon le type « floculation ». Ce 
fait se trouve en accord avec les résultats précédents qui ne nous 
ont pas montré de différence dans la nature des antitoxines 
formées. j 


En résumé : 1° Contrairement 4 l’hypothése émise par Heidel- 
berger, Treffers et Freund, la voie d’injection d’un antigéne n’a 
pas toujours une influence sur le type de l’anticorps formé. Dans 
le cas de l’anatoxine diphtérique et du cheval, que les injections 
soient faites par la voie sous-cutanée, intraveineuse ou intrader- 
mique, l’antitoxine formée est toujours localisée dans les mémes 
fractions du sérum et elle réagit dans tous les cas, avec la toxine 
selon le type des réactions de floculation. 

2° L’injection intraveineuse au cheval de l’anatoxine diphtérique 
insolubilisée par l’action de |’alun d’aluminium puis de l’alun de 
chrome n’engendre qu’une faible quantité d’antitoxine : moins de 
100 unités par centimétre cube. ; 

‘ 3° L’anatoxine diphtérique purifiée injectée par voie intrader- 
mique au cheval donne des sérums antidiphtériques possédant la 
méme activité que les sérums obtenus par |’injection sous-cutanée 
d’anatoxine brute. 
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SUR LE MECANISME DE LA REACTION 
DU CHOLERA-ROTH 


par Jean GALLUT (*). 


(Unstitut Pasteur, Laboratoire des Instiiuts Pasteur coloniauz.) 


On sait qu’un caractére biochimique essentiel du vibrion cho- 
lérique est fourni par son action simultanée sur les nitrates, 
qu’il transforme en nitrites, et sur les peptones aux dépens des- 
quelles il produit de J’indol. 

L’addition d’un acide minéral fort (par exemple 0,5 cm® de SO,H, 
concentré pour 10 cm* du milieu) 4 une culture de vibrion en 
eau peptonée, met en évidence cette double action par formation 
d’acide nitreux et secondairement de nitroso-indol coloré en 
rouge plus ou moins violacé: c’est la réaction du _ choléra- 
_ roth (C.-R.) [Poehl, 1886]. 

Cette réaction cst donnée par tous les vibrions cholériques ; 
quoique non epécifique, elle apporte néanmoins au diagnostic 
bactériologique du choléra un élément de présomption indispen- 
sable ; son intérét demeure donc toujours actuel. 

Le processus du C.-R., c’est-a-dire la production simultanée 
des nitrites et de ]’indol, sans doute parce qu'il paraissait simple, 
n’avait pas, jusqu’a ces derniéres années, suscilé d’étude parti- 
culiére. Cependant, tout récemment, des auteurs indiens : Sud- 
hindra Nath Sen, Phanindra Nath Basu et Diptis Chandra Cha- 
kraborty [1, 2], dans deux notes successives, ont publié une 
étude sur la biochimie de la réaction du C.-R. dont certains 
points nous ont paru étre, par leur interprétation, en discor- 
dance avec quelques observations de nos derniers travaux sur 
le potentiel d’oxydo-réduction du vibrion cholérique [8] d’une 
part, et sur Vutilisation du glucose par le vibrion cholérique en 
aération forcée [4] d’autre part. 

C’est pourquoi le présent travail a élé entrepris dans le but de 
déterminer d’abord le mécanisme d’apparition du C.-R. dans les 
différentes conditions de culture et secondairement de préciser le 
role inhibiteur du glucose. 


(*\ Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 1947. 
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* 
* 


Pour effectuer correctement la réaction du C.-R., il est clas- 
sique de prescrire l’observation des trois points suivants 
absence d’indol dans les peptones utilisées, temps de culture 
suffisant et absence de glucose dans le milieu. 

Si la premiére condition est évidente, on s’accorde souvent 
pour la deuxiéme sur un temps d’incubation de quarante-huit 
heures a 37°, qui nous a semblé généralement excessif ; quant 
i la troisiéme condition, si |’addition de glucose a l’eau peptonée 
avant la culture se traduit presque toujours par un défaut de la 
réaction du C.-R., le mécanisme de cette inhibition, quoique 
simple, est encore discuté 4 lheure actuelle. 


* 
* Ok 


La réaction du C.-R, dépendant de la présence simultanée des 
nitrites et de Vindol, i] convenait d’étudier séparément les condi- 
lions (horaire pH et rH) de l’apparition de ces deux facteurs. 

Nous avons done dosé séparément les nitrites et l’indol dans 
les milieux soumis aux différents modes de cultures qui pou- 
vaient ¢tre envisagés : c’est-d-dire Veau peptonée simple ou 
elucosée & des taux variables, soit en culture normale dite 
aérobie (1), soit en anaérobiose, soit en aération forcée. 

Se.ondairement, et dans le but de contréler nos résultats avee 


plus de précision, nous avons utilisé aussi un milieu synthétique 
spécial. 


TecanigurE. — Le milieu utilisé (peptone Uclaf 30, NaCl 5 p. 1.000 
ajusté 4 pH 8) est extr¢mement favorable A la production d’indol, car 
la peptone choisie est trés riche en acides aminés dont le tryptophane. 

Le vibrion cholérique authentique, souche Hanoi VII du type Inaba, 
a été choisi parmi les plus indologénes de notre collection. 

Tous les dosages ont été fails par colorimétrie au moyen du photo- 
colorimétre absolu de Bonét-Maury [5]. 

Pour le dosage des nitrites nous avons employé le réactif de Griess 
(acide rosanilique et o naphtylamine). Cette réaction trés sensible se 
lraduit par une coloration rouge tres stable qu’il est facile de com- 
parer 4 une gamme étalon de nitrite de sodium. La lumiére utilisée 
était filtrée par un écran vert Wratten 61 et de A maxima 520. 

Le chiffre des nitrites a été exprimé arbitrairement en nitrile de 
sodium. 


Pour le dosage de l’indol, par contre, il n’est pas possible de com- 


(1) Un précédent travail [3] nous a montré que les cultures du 
V. cholérique dites aérobies présentent en réalité une phase d’anaéro 
biose spontanée trés marquée. 
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parer simplement la teinte du C.-R. avec une gamme étalon de nitroso: 
indol (obtenue au moyen d’un mélange de quantités connues de 
nitrite de sodium et d’indol pur) car cette teinte dépend essentielle- 
ment de la proportion relative des deux éléments qui varient indépen- 
damment dans la culture. Nous avons pu constater en effet que pour 


un rapport nies inférieur ou égal 4 1, le C.-R. se traduisait par une 


coloration rouge franc, tandis que pour un rapport Tiltrites SUPéerieur 
& 2, la coloration était violet pur. Il est par suite impossible d’utiliser 
une lumiére monochromatique convenant a cette réaction. 

Le dosage de l’indol a donc été effectué, avec des résultats concor- 
dants, soit par la technique de Happold et Hoyle [6] (extraction & 


Véther de pétrole et emploi du réactif d’Erlich au paradiphénylamino- 


, benzaldéhyde), soit plus commodément par la réaction du nitro-prus- 


siate de sodium (en milieu aqueux alcalinisé ensuite par la soude puis 
neutralisé par l’acide acétique) qui donne une teinte bleue suffisam- 
ment stable et qui permet de doser 1 y d’indol dans 1 cm? d’eau 
peptonée. Les mesures ont été faites dans cette derniére, technique 
sous écran rouge Wratten 27 (A maxima 650). 

Le dosage des nitrates a été fait par le procédé de Grandval et Lajoux ; 
le glucose a été dosé par la méthode de Folin et Wu [7]. 


L..— Mscanisme_pu—G.-R.-EN .«-aAtRoBpliosE™). 


1° CULTURE EN EAU PEPTONEE SIMPLE (fig. 1). a) Nitriles. — 
L’eau peptonée stérile utilisée contenait environ 45 mg. par litre 
de nitrates et des traces de nitrites (moins de 1 mg. par litre) ; 
aprés l’ensemencement ct la mise a l’étuve a 37°, cette teneur 
reste inchangée pendant trois heures, puis il se produit une 
augmentation brusque des nitrites vers la quatriéme heure (en 
méme temps le E,, devient négatif), jusqu’au taux moyen de 20 
4 25 mg. par litre, qui est atteint vers la sixiéme heure. I] n’y a 
pratiquement plus de variation du taux des nitrites pendant sept 
jours. Ces résultats sont en accord avec ceux de Hirsch [8] qui 
a montré que les nitrites n’étaient pas utilisés par le vibrion 
cholérique cultivé en eau peptonée normale. 

b) Indol. — On ne décéle pas d’indol dans les quatre pre- 
miéres heures; vers la cinquiéme on peut en doser de petites 
quantités : environ 2 mg. par litre ; puis une augmentation régu- 
ligre assez rapide en améne la teneur vers 30 mg. en vingt- 
quatre heures, 40 mg. en quarante heures. Le maximum est 
atteint vers la soixante-douziome heure : il est de ordre de 45 
» 50 mg. par litre. 

L’indol se maintient & ce taux sans grandes variations pendant 
sept jours pour ne décroitre ensuite que trés lentement. 

En somme, dans ces conditions, qui sont celles de Ja 
recherche classique du C.-R., les chiffres ci-dessus et les courbes 
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de la figure 1 montrent que la production des nitriles est pré- 
coce : son maximum s’élablit avant méme Je maximum de réduc- 
tion enregistré dans la culture (E, = — 280 mv. vers la selziéme 
heure) (3]. D’autre part, la production de | indol est plus tardive 
et plus lente A s’établir; elle parait indépendante du potentiel 
d’oxydo-réduction ; en elfet, si elle débute dans la période de 
réduction croissante, sa production se poursuit tres régulié- 
rement pendant le maximum de réduction et de méme pendant 
la réoxydation progressive de la culture. e 
Ouant au C.-R. proprement dit, il est difficile de préciser 
Vhoraire de son apparition, car il faudrait pour cela convenir 
d'un seuil de densité optique dans une lumiére mono-chroma- 


Mg. PAR LITRE 
fh 
° 
| 


Oe “HEURES 24 28 72 
CHOLERA-ROTH— O —p..0RANGE ROUGE ROUGE- V/OLACE WIOLET 
Fic. 4. — C. R. en eau peptenée simple en aérobiose. 


Courbe 1, nitrites; courbe I, Indol. 


lique bien définie ; or, comme nous l’avons dit plus haut, si l’on 
considére seulement une teinte rouge orangé, elle est appré- 
ciable a l’ceil nu, déja a la huiti¢me heure, dans les conditions 
de nos expériences (environ 10 mg. d’indol par 20 mg. de 
nitrites par litre). Par contre la teinte rouge violacé (dite classi- 
quement « Solférino ») n’est visible qu’aprés vingt-quatre heures 
pour un taux équivalent de l’indol et des nitrites, soit 20 mg, par 
litre. Enfin, la teinte violet pur prédomine aprés quarante-huil 


heures lorsque le taux de lindo] alteint des valeurs au moins 
doubles de celui des nitrites. 


2° CULTURE EN EAU PEPTONEE GLUCOSEE. (fig. 2). — Les 
expériences ont été faites 4 des taux de glucose variant de 1,5 a 
15 p. 1.000. 


a) Nurites. — Quel que soit le taux de glucose, la production 
des nitrites se fait dans le méme horaire qu’en eau peptonée 
simple : elle débute vers la quatriéme heure et atteint un maximum 
de 20-25 mg. a Ja sixiéme heure. La courbe des nitrites en fonction 
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du temps (fig. 2) présente done un plateau horizontal ou en 
décroissance peu sensible aprés quarante-huit heures. 

Ces résultats indépendants de la teneur en glucose confirment 
ceux donnés par létude du potentiel d’oxydoréduction qui 
monire [3] que les variations du E,, en milieux glucosés ou non 
sont en effet du méme ordre au cébut de la culture. 

b) Indol. — Les résultats différent ici suivant le taux du glucose. 
Lorsque celui-ci n’excéde pas 1,5 p. 1.000, il est consommé en 
moins de cing heures ; l’acidité de fermentation modérée n’abaisse 
pas le pH au-dessous de 7,5, les vibrions attaquent alors les pep- 
tones et la production d’indol, quoique retardée, est décelable 
néanmoins 4 partir de Ja huitisme heure. Toutefois, elle est plus 


50 
is 40 
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EF 30 
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CHOLERA-ROTH { A VEG ATIF 
Fig. 2. — C. R. en eau peptonée glucosée en aérobiose. Courbe I, nitrites; 


courbe II, indol (glucose 4,5 p. 1.000); courbe III, indol (glucose 3 p. 4.000). 


modérée que daus les milieux non glucosés et, bien qu’augmentant 
réguliérement, elle ne dépasse guére 20 mg. a la soixantiéme 
heure. 

Pour un taux de glucose de l’ordre de 3 p. 1.000, dont la con- 
sommation demande huit heures, l’acidité de fermentation abaisse 
le pH jusqu’a 6,4 : un grand nombre de vibrions meurt et ceux 
qui survivent défavorisés par la réaction acide n’attaquent les 
peptones que bien faiblement. On ne décéle |’indol qu’aprés vingt- 
quatre heures et en quantité minime (3 mg. par litre environ). 

Enfin, pour des taux de glucose dépassant 7,5 p. 1.000, le sucre 
ne peut étre consommeé en totalité, l’acidité de fermentation abais- 
sant rapidement le pH a 5,8, degré morte] pour le vibrion. La 
culture s’arréte alors avant l’attaque des peptones et on n’y décéle 
jamais d’indol. 

Ainsi en eau peptonée glucosée en aérobiose la réaction du 
C.-R. est commandée uniquement par la production de l’indol, 
puisque les nitrites y apparaissent, dans les mémes conditions de 
temps et méme quantité qu’en eau peptonée simple. 

D’autre part, ces expériences confirment le fait déja établi par 
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Hirsch {9}, que le vibrion cholérique consomme to~jours les 
slucides de préférence aux protides, et que par conséquent 
lattaque des peptones et la production d’indol consécutive ne 
peuvent avoir lieu qu’aprés épuisement du glucose; avec cette 
circonslance aggravante qu’une trop grande teneur en sucre 
engendrant une acidité mortelle pour le vibrion, l’attaque des 
peptones ne peut pratiquement pas avoir lieu pour un taux de 
glucose supérieur a 38 p. 1.000. 

Dans les conditions de nos expériences, la réaction du C.-R. ne 
se manifestera done avec une teinte rouge solférino d’intensite 
moyenne qu’aux environs de la soixanliéme heure pour une dose 
iniliale de glucose de l’ordre de 1,5 p. 1.000. 


II. — Mécanisme pu C.-R. £N anatropiose (fig. 8). 


Les cultures ont été failes dans le méme milieu qu’en aérobiose 


IT ORANGE... ROUGE viotact 


CHOLERA-ROTH ‘= NEGATIF ————q—_----- oranct 


Fro. 3. — C. R, en eau peptonée simple et glucosée en anaérobiose. Courbe J, 
nitrites; courbe Il, indol (sans glucose); courbe III, indol (glucose 4,5 p. 1.000). 


mais maintenu sous une couche d’huile de vaseline aprés régé- 
nération. Ce milieu présente alors un E, initial moyen de 
—50 mv (rH = 14) que la culture abaisse rapidement vers 
— 200 mv (rfl = 6) et maintient 4 ce potentiel pendant plusieurs 
jours, 


i° Eau pepronke simeLe. — a) Le taux des nilriles s’éléve plus 
rapidement en anaérobiose qu’cn culture normale ; i] atteint 20 a 
60 mg. en deux heures et un maximum de 30 a 35 ig. par litre 
en quatre heures, qui ne varie plus sensiblement par la suite. 

b) La production de Vindol est également plus brusque en anac- 
robiose qu’en culture normale : décelable en petites quantilés dés 
la quatriéme heure (3 mg.), il alteint en huit heures 85 mg. pour 
n’augmenter ensuite qu’insensiblement (45 me. par litre ei 
quarante-huit heures). 

La réaction du C.-R. est done praticable sur les cullures anac- 


i i 
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robies, mais le fait que les nitrites sont produits a un taux relati- 
vement élevé alors que l’indol ne l’est qu’a un taux a peine supé- 
rieur, ne permet pas d’obtenir la teinte rouge violacé caractéris- 
tique. On n’observera done qu’une coloration rouge orangé qui 
pourra méme passer inapercue dans les milieux trop foncés par 
certaines peptones. 


2° Eau PEPTONEE GLUCOSEE. — a) Quel que soit le taux du 
glucose, la production des nitrites suit les mémes variations qu’en 
€au peplonée simple anaérobie. 

b) La production de Vindol, par contre, de méme qu’en aéro- 
biose, dépend de Ja quantilé de glucose que peut consommer le 
vibrion sans produire une acidité mortelle. Ce taux, ici aussi, ne 
dépasse guére 1,5 p. 1.000; mais le développement du vibrion 
cholérique étant relativement moindre en anaérobiose qu’en aéro- 
biose, la consommation totale du glucose demande sept aA huit 
heures au lieu de cing heures et l’horaire de production de l’indol 
s’en trouve quelque peu retardé. Ce n’est qu’aprés vingt-quatre 
heures qu’on peut en déceler des traces et le maximum, qui est 
de ordre de 10 a 15 mg. par litre, n’est atteint qu’en quarante- 
huit heures. 

On voit donc ici que les conditions de production de la réaction 
du C.-R. sont encore plus défavorables que dans le cas de |’anaé- 


robiose en eau peptonée simple, puis le rapport _— est de 
POD Sl ue a 
¢ pep ple, pulsg pp nities 


Pordre de - Le C.-R. sera done de teinte orangée et en général 


décelable seulement avec un photocolorimétre trés sensible. 


III. — Mécanisme vu C.-R. EN AHRATION FoRCEE (fig. 4). 


Les cultures ont été soumises 4 une aération continue suffisam- 
ment énergique pour maintenir un E, constamment  positif. 
Rappelons que par cette technique, et toutes choses égales d’ail- 
leurs, la prolifération des vibrions est toujours fortement accrue 
et la récolte triplée au minimum. 


1° Eau pepronée smpLe. — a) Il est notable que |’aération ne 
réussit pas a annihiler totalement le pouvoir réducteur du vibrion 
cholérique. A peine retardée, la quantité de nitriles produite reste 
tout a fait comparable a celle que l’on obtient en eau peptonée 
aérobie, et se stabilise vers 20 mg. par litre 4 la cinquiéme heure. 

b) Par contre, la production d’indol est a la fois précoce et 
massive : débutant dés la deuxiéme heure, elle croit réguliérement 
jusqu’a atteindre des valeurs inhabituelles en milieux évoluant 
spontanément. Les taux d’indol mesurés en eau peptonée simple 
aérée sont en effet de l’ordre de 150 4 250 mg. par lire, cest-a- 
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dire trois A cinq fois supérieurs 4 la normale. La teneur en est 
maximum de douze a vingt-quatre heures, mais elle décroil 
presque aussi rapidement qu'elle est apparue, et aprés quarante- 
huit heures elle a baissé de 75 p. 100 sur son maximum. Cette 
disparition de l’indol est due “a sa volatilité. 

Dans ce cas particulier, le C.-R. sera done mis en évidence 


3 : indol - 
avec une intensilé remarquable et le rapport —_—— étant tres 
nitrites 
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Fic. 4. — C. R. en eau peptonée simple en aération forcée. 


Courbe I, nitrites; courbe JI, indol. 


élevé (jusqu’é 10), la réaction se manifestera par une teinte violet 
pur intense et inhabituelle. Toutefois elle devra étre recherchée 


dans des limites horaires bien plus strictes et n’excédant géné- 
ralement pas quarante-huit heures. 


2° Eau PEPTONEE GLUCOSEE. — a) La production des nitriles se 
fait dans le méme horaire que dans le cas précédent (eau peptonée 
simple aérée). 
b) La production de Vindol est ici, comme dans le méme milieu 
non aéré, sous la dépendance de la consommation du glucose. 


ith ai J 
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Nous avons étudié l'utilisation de ce sucre par le vibrion cholé- 
rique en aérobiose forcée dans un travail précédent [4] : la quan- 
tité du glucose consommé atteint des chiffres considérables (par 
exemple 15 g. p. 1.000 en vingt-quatre heures). Puisque ce sucre 
est oxydé et non fermenté, il n’y a pas formation d’acidité nocive 
pour le vibrion : dans ces conditions, les peptones ne sont atta- 
quées et l’indol ne peut étre produit qu’aprés épuisement de tout 
le glucose du milieu. La production de l’indol est done d’autant 


plus tardive que le taux du glucose est plus élevé, et on ne peut 


fixer son horaire qu’en fonction de ce taux qui est essentielle- 
ment variable. 

Pratiquement il n’y a donc pas de C.-R. dans ce mode de 
culture tant qu’il reste du glucose dans le milieu. 

Toutefois, et nous l’avons déja signalé [4], si l’aération est 
insuffisante 11 peut y avoir arrét de la culture par fermentation 
du glucose avec acidité consécutive. On peut alors déceler des 
quantités minimes d’indol (2 mg. par litre), provenant de l’autolyse 
des vibrions en milieu acide. Naturellement dans ce cas le C.-R. 
de teinte orangé pale est a peine décelable au photoméire. 


IV. — Erupe pu C.-R. EN MILIEU SYNTHETIOQUE. 


Le G.-R., on le sait, se recherche normalement en eau peptonée 
ou le vibrion trouve toujours les deux éléments essentiels 4 son 
élaboration : le tryptophane et le nitrate. Ces deux éléments se 
trouvent également dans le bouillon ordinaire; mais dans ce 
milieu composé d’eau peptonée et de macération de viande 
Vattaque préalable des sucres musculaires retarde l’apparition de 
l’indol, et tout s’y passe comme dans le cas de |’eau peptonée 
glucosée. 

Il est logique de concevoir un milieu synthétique propre a la 
recherche du C.-R. dans lequel seront déterminés avec précision 
les deux facteurs de cette réaction. Nous nous sommes adressé 
pour cela au milieu minéral K M, que nous avons déja utilisé 
fréquemment [8]. Le milieu K M simple ne contenant ni trypto- 
phane, ni nitrate ne convient pas pour cette réaction. L’addition 
du seul nitrate de potassium a des doses variables de 25 a 100 mg. 
par litre permet de mettre en évidence la production de nitrite avec 
un rendement d’environ 75 p. 100 en quatre jours, sensiblement 
le méme qu’en eau peptonée ordinaire. D’autre part, addition 
du tryptophane seul (100 4 200 mg. par litre) aboutit 4 la forma- 
tion d’indol avec un rendement moyen de 70 p. 100 dans Je méme 


indol 


temps. I] est donc facile, compte tenu du rapport artes optimum, 


de composer un milieu synthétique donnant une réaction du C.-R. 
de teinte classique « solférino » en additionnant par exemple le 
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milieu K M de 50 mg. de nitrate de potassium ou de sodium et 
de 60 mg. de tryptophane par litre. 

Dans ce milieu K. M. N. T. ot la croissance du V. cholérique 
est moins rapide qu’en eau peptonée simple, la réaction du R.-R. 
sera lue de préférence entre quarante-huit et soixante-douze 
heures, comme le montre la figure 5 ot sont tracées les courbes 
de production de l’indol et des nitrites. f 

L’emploi du milieu K. M. N. T. nous a permis en outre, en ce 
qui concerne les nitrites, de noter leur disparition assez rapide : 
on n’en trouve généralement plus trace aprés huit jours de culture. 
Ce fait semble en désaccord avec les données classiques d’aprés 
lesquelles le vibrion cholérique ne réduirait pas les nitrites. Bien 
que la diminution du taux des nitrites ne soit guére sensible en 
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Courbe 1, nitrites; courbe II, indol. 


eau peptonée simple ou glucosée aérobie ou anaérobie, on peut 
toutefois la déceler aussi en eau peptonée aérée. Cette derniére 
observation jointe au fait que la teneur des nitrites diminue au 
fur et 4 mesure que le potentie] d’oxydo-réduction des cultures 
augmente pouvait donner & penser qu’il s’agissait d’un phéno- 
méne réversible. I] n’en est rien : on ne trouve pas trace de 
nitrates dans les vieilles cultures. 

C’est done la un fait nouveau, demandant des travaux ulté- 
rieurs, et susceptible de faire réviser les données classiques sur 
le métabolisme du vibrion cholérique s’il se confirme que ce 
germe est capable, dans certaines conditions, non seulement de 
réduire les nitrates en nitriles mais de transformer ultérieurement 
les nitrites, comme le font les microbes dénitrifiants. 


Discussion DES RESULTATS ET CONCLUSIONS. 


De ce travail, ol nous avons pu mettre séparément en évidence 
les deux facteurs de la réaction indol-nitreuse, il semble possible 
de tirer les conclusions suivantes : 

1° La production des nitrites est 4’ peu prés indépendante du 
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mode de culture. Nous avons vu qu’elle se fait, dans tous Jes cas 
examinés, sensiblement dans les mémes conditions de temps et 
de quantité. 

Dans les conditions de culture normale en eau peptonée simple 
« aérobie », la teneur des nitrites atteint rapidement un niveau 
maximum constant ; ceci est en accord avec les travaux de Hirsch. 

Par contre, dans certaines conditions (milieux aérés, milieu 
synthétique) les nitrites sont transformés secondairement. Ceci est 
nettement en désaccord avec les données classiques sur la bio- 
chimie du vibrion cholérique, et nous nous proposons de pour- 
sulvre nos recherches sur ce point essentiel. 

2° La production de l’indol différe en temps et en quantité 
suivant le mode de culture et le taux de glucose ajouté au milieu. 

En milieu non glucosé, |’indol est produit dés le départ, visible 
macroscopiquement, de la culture. 

Kn milieu glucosé, il n’est produit qu’aprés la consommation 
totale du sucre, a condition toutefois que celle-ci n’ait pas produit 
une acidité mortelle pour le vibrion. D’ot existence d’un taux de 
glucose limite d’une production d’indol suffisante pour un C.-R. 
posilif ; ce taux ne dépasse guére 1,5 p. 1.000. Ce mécanisme 
trés simple (qui se juxtapose a celui qu’ont observé Happold «t 
Hoyle [40] pour le colibacille) et qui paraissait a priori évident, 
n'a pourtant pas rallié tous les auteurs. En effet, Horner [44], 
travaillant avec le B. coli, a émis hypothése d’une combinaison 
chimique glucose-tryptophane échappant 4 l’attaque du germe. 
Enfin, dans le cas du vibrion cholérique, le travail tout récent de 
S. N. Sen [4] (récusant d’ailleurs la théorie de Horner) vise a 
expliquer l’action inhibitrice du glucose par son pouvoir réduc- 
teur. Cet auteur s’appuie sur des expériences qui lui ont permis 
d’obtenir une réaction du C.-R. positive, méme en présence du 
glucose, par l’addition au milieu d’agents oxydants. 

Nos travaux personnels ne nous permettent pas d’adopter les 
vues de S. N. Sen : d’abord, nous l’avons dit plus haut et ta 
production des nitrites le confirme, le potentiel d’oxydo-réduction 
du début des cultures du vibrion cholérique est le méme en eau 
peptonée, qu’elle soit simple ou glucosée, pendant les seize pre- 
miéres heures : il n’a done pas d’influence sur Vhoraire de pro- 
duction de J’indol qui est différent dans les deux cas. Dans Ja 
suite, de la culture, il convient de distinguer le potentiel d’oxydo- 
réduction, suivant le taux du glucose initial et l’acidité produite : 
si le pH atteint reste supérieur a 7, la culture se poursuit norma- 
lement pendant quelques jours (en moyenne sept jours) et la 
production d’indol a lieu, comme dans le cas de l’eau peptonée 
simple, A un E, négatif. Si le pH est nettement abaissé vers 5,8 
la culture meurt rapidement sans qu’il y ait eu production d’indol ; 
on observe dans ce cas, vers la vingt-quatri¢éme heure, un renver- 
sement brusque du E, qui devient nettement positif. 
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En somme, dans le premier cas (glucose — 1,5 p. 1.000) : pro- 
duction d’indol en réduction prolongée ; dans le deuxiéme cas 
(glucose ~ 3 p. 1.000) : non production d’indol en réduction suivie 
d’oxydation. 

On peut observer pour les taux intermédiaires de glucose (pH 
minimum compris entre 7 et 6) des traces d’indol & des potentiels 
voisins de la neutralité. 

L’ensemble de nos observations nous permet donc d’affirmer 
qu’en milieu glucosé la production d’indol, et par suite le C.-R., 
ne sont pas sous la dépendance du potentie] d’oxydo-réduction. 

Par contre, les expériences de S. N. Sen, démontrant que 
l’addition de corps oxydants 4 l’eau peptonée glucosée augmente 
la limite permise de ce sucre pour obtenir un C.-R. positif, trou- 
vent une explication immédiate dans les conclusions de notre 
dernier travail sur l'utilisation du glucose par le V. cholérique 
en aération forcée [4]. Nous avons montré en effet que ]’utilisa- 
tion du glucose lorsqu’elle se fait en oxydation n’est plus limitée, 
comme dans le cas de la fermentation, par une acidité mortelle. 
Le vibrion peut done en milieu oxydant consommer ce sucre en 
totalité & des taux trés supérieurs 4 ceux permis par un milieu 
normal, et attaquer secondairement les peptones avec production 
d’indol. 

8° Les horaires de production des nitrites d’une part, et de 
Vindol d’autre part, ainsi connus, nous voyons donc que la posi- 
tivité de la réaction du C.-R. est commandée le plus généralement 
par la production de |]’indol. 

Il n’est pas possible d’indiquer un seuil d’apparition du C.-R. 
ear la réaction positive varie 4 la fois en intensité et en couleur, 
en rapport avec les quantités relatives de ]’indol et des nitrites. 
Néanmoins on peut noter qu’une teinte orangée correspondant 
au rapport : 

indol 
nitrites 


est décelable 4 Voeil nu lorsque l’indol se trouve A la dose de 
10 mg. La leinte rouge « solférino » correspond en général a 


un rapport compris entre 1 et 2, soit, pour une intensité 


nitrites 
moyenne, 40 mg. d’indo] pour 25 mg. de nitrites. La couleur 
violet pur indique un rapport : 


indol 

nitrites 
c’est-i-dire, dans la majorité des cas, une teneur d’indol supé- 
rieure & 50 mg. par litre. Nous serons peut-étre 4 méme de pré- 
ciser ultérieurement l’origine de ces variations de teintes par des 
recherches spectroscopiques. 


| 
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Le dosage séparé des deux facteurs (nitrites et indol) de la 
réaction du C.-R. nous a permis de préciser |’horaire optimum 
de la recherche de cette réaction en différentes conditions de 
culture du vibrion cholériquex Le cas des milieux glucosés a été 
examiné particuliérement : le mécanisme du C.-R. y est simple 
et ne requiert pas d’autre explication que celle de la pré-utilisa- 
tion du glucose qui doit étre totale, ceci n’étant possible que dans 
certaines limites. 

Compte tenu de cette restriction, il est toujours possible de 
mettre en évidence le C.-R. dans une culture de V. cholérique en 
activité 4 un instant déterminé qui varie suivant le mode (aérobic, 
anaérobie ou aéré) de belts culture. 
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ltl. — ACTION DES ESTERS SULFURIQUES 
POLYSACCHARIDIQUES 
EFFET ANTAGONISTE DES COLORANTS BASIQUES 


par W. MUTSAARS et L. LISON. 


(Laboratoires de Bactériologie et d’Histologie. 
Faculté de Médecine. Université libre de Bruzelles.) 


L’héparine étant un ester sulfurique polysaccharidique, il était 
naturel d’éprouver Je pouvoir anticoagulant d’autres esters poly- 
saccharidiques obtenus par synthése. Bergstrém [4], faisant agir 
de l’acide chlorosulfonique sur de la cellulose, de la chitine, du 
glycogéne, de l’amidon, de la gomme arabique, etc..., en milieu 
pyridinique, a obtenu les esters sulfuriques correspondants. Tous 
ces esters ont une action anticoagulante plus ou moins marquée ; 
les esters de mono et disaccharides, au contraire, n’en ont aucune. 

Comme, d’autre part, héparine a une action antialexique [2, 3, 
4, 5], par inhibition des fractions thermolabiles, i] était également 
naturel d’essayer l’action sur Valexine de ces anticoagulants 
synthétiques. Ecker et Pillemer [4] ont étudié lester sulfurique 
de la cellulose et l’ester sulfurique polyvinylique. Hs ont constalé 
que ces composés étaient doués d’un_ pouvoir antialexique 
marqué, agissant a des concentrations de soixante-quinze A 
cent fois plus faibles que l’héparine, tout en ne possédant que 
1/15 du pouvoir anticoagulant de celle-ci. D’aprés ces auteurs, 
l’effet de ces substances, qui ont un poids moléculaire trés élevé 
et possedent des groupements acides puissants, peut s’expliquer 
soit par l’action de ces groupements acides sur ]’alexine, soit par 
rupture de léquilibre sérique naturel. Ecker et Pillemer sont 
d’avis que ces agents détruisent les fractions thermolabiles de 
l’alexine, sans qu’il y ait une action sélective sur l’un ou l'autre 
composant. 

L’un de nous [6], au cours d’une étude sur le phénomeéne de 
métachromasie, a pu établir que le virage métachromatique était 
caractéristique des esters sulfuriques (composés du type R.O.SO,H) 
de poids moléculaire élevé. Le pouvoir métachromatique d’un ester 
croit d’ailleurs en fonction de ce poids. 

Nous avons étudié l’influence sur ]’alexine de trois esters sulfu- 
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riques, ceux de la cellulose, de l’amidon et du saccharose. Ces 
substances ont élé préparées suivant les techniques indiquées par 
Lison [6]. 

Nous avons constaté que l’ester sulfurique de la cellulose 
(E. S. C. par abréviation) sous forme de son sel de sodium, 
inhibe l’action de l’alexine ; 0,2 a 0,4 mg. de cet ester inactivent 
1 cm* d’alexine non diluée. En ce qui concerne l’ester sulfurique 
de l’amidon, la dose inhibante pour 1 cm* d’alexine est égale- 
ment de 0,2 mg. , 

Au contraire, l’ester sulfurique du saccharose, méme A dose de 
100 mg. par centimétre cube d’alexine, n’a aucune action. 

Ces résultats concordent avec ceux d’Ecker et Pillemer. Comme 
ces auteurs, nous admettons que pour qu’un glucide manifeste des 
propriétés antialexiques, i] faut qu’il présente : 1° un poids molé- 
culaire élevé, 2° des groupements acides. 

Ces esters polysaccharidiques agissent-ils sur un, plusieurs ou 
sur la totalité des composants de l’alexine ? 

Rappelons que les quatre composants connus de l’alexine se 
fixent dans l’ordre suivant : C’4, C’l, C’2, enfin agirait C’8 qui, 
toutefois, se retrouverait libre aprés l’hémolyse. La fixation d’un 
composant conditionnant celle du suivant, nous avons d’abord 
examiné le cas du quatriéme composant, qui est thermostable et 
est détruit par contact de l’alexine avec des solutions diluées 
d’ammoniaque ou de sels ammoniacaux. 


AcTION DE L’E. S. C. sur C’4. 


Préparons deux tubes contenant 0,5 cm* d’alexine de cobaye 
inactivée par chauffage A 56° pendant vingt minutes ; ajoutons 
au tube 1 0,2 cm® d’eau physiologique, au tube 2 0,2 cm* d’une 
solution en eau physiologique d’E. S. C. a 1 mg. par centimétre- 
cube. Aprés séjour de trente minutes a 37°, portons au 1/10 la 
dilution du sérum chauffé dans ces deux tubes par addition de 
4.3 cm® d’eau physiologique et ajoutons 4 chacun de ces tubes 
1 cm® d’une suspension de globules rouges de mouton fortement 
sensibilisés et lavés une fois apres sensibilisation. Aprés nouveau 
séjour de trente minutes 4 l’étuve, centrifugeons les deux tubes 
et recueillons les deux culots, en les ramenant au volume initial 
par addition d’eau physiologique. Nous avons préparé, d’autre 
part, deux séries identiques de tubes contenant des quantités 
décroissantes d’alexine traitée par l’ammoniaque, done dépourvue 
de quatriéme composant. Ajoutons A chaque tube d’une de ces 
séries une goutte de globules rouges provenant du tube 1, et 
faisons de méme pour l’autre série, en utilisant toutefois des 
globules du tube 2. Aprés séjour de trente minutes 4 37°, nous 
constatons que dans les deux séries, les tubes présentent le méme 


42 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


aspect : hémolyse compléte dans les tubes contenant les quan- 
tités les plus fortes d’alexine traitée par l’ammoniaque, diminuant 
progressivement d’intensité pour devenir nulle a mesure que la 
dilution augmente. Un tube témoin contenant une goulte de glo- 
bules sensibilisés n’ayant pas séjourné au contact de sérum 
chauffé et 1 cm* d’alexine privée de C’4 et diluée au 1/10 ne 
montre aucune hémolyse. 

De cette expérience i] résulte que la premiére élape de la fixa- 
tion de l’alexine, c’est-a-dire la fixation du quatri¢me composant, 
s'effectue malgré la présence d’E. S. C. 

Une variante de cette expérience consiste & remplacer le sérum 
chauffé par de l’alexine fraiche, & laquelle on ajoute de l’E. S, C. 
a raison de 0,4 mg. par centimétre cube. Bien entendu, des glo- 
bules rouges sensibilisés, mis au contact de cette alexine, ne 
s’hémolysent pas. Apres centrifugation, le culot de globules 
rouges, resuspendu en eau physiologique, est distribué & raison 
d’une goutte par tube dans une série de tubes contenant des quan- 
tités décroissantes d’alexine privée de C’4. Le résultat est le 
méme: hémolyse compléte allant en décroissant & mesure que 
la dilution de l’alexine sans C’4 augmente. Mais si, au lieu 
d’ajouter a ces globules de l’alexine privée de C’4, on se contente 
de les suspendre en eau physiologique, aprés avoir éliminé le 
liquide contenant l’E. S. C., ils ne s’hémolysent pas. 

Malgré la présence d’E. S. C., le quatriéme composant, qu’il 
provienne de l’alexine ou du sérum chauffé, se fixe done sur les 
globules sensibilisés. 


Action ve u’E. S. C. sur LA FIXATION DE C0’ 1. 


Scindons de l’alexine en ses chainons moyen et terminal par 
barbotage de CO, dans de l’alexine diluée au 1/10 en eau distillée. 
Divisons la solution de chainon moyen (qui conticnt également 
du C’4) en deux parts : 1° ajoutons a 9,6 cm* de la solution de 
C71 au 1/10, 0,4 cm*® d’eau physiologique ; 2° au méme volume 
de C’'l 0,4 mg. d’E, S. C, 

Etablissons ensuite une série de dilutions croissantes de cha- 
cune de ces dilutions de C’l, ajoutons a chaque tube une ~goutte 
de globules rouges sensibilisés et aprés séjour de trente minutes 
a 37°, centrifugeons les tubes pour éliminer les liquides surna- 
geants. Nous remplagons ceux-ci, dans chaque tube, par 1 cm* 
de la solution de chainon terminal diluée au 1/10 et aprés nou- 
veau séjour de trente minutes a 37°, la lecture nous révéle que 
dans le cas des globules ayant séjourné au contact de 0’1 seul, 
sans E. S. C., l’addition ultérieure de chainon terminal a provoqué 
une hémolyse qui, compléte pour les tubes contenant des globules 
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ayant subi le contact de quantités relativement fortes de ©’1, 
diminue avec la dilution du 0’1. 

Au contraire, les globules ayant subi le contact de C’l conte- 
nant de ’E. S. C. ne s’hémolysent pas par addition de chatnon 
terminal. Par conséquent, comme nous savons déja que la pré- 
sence d’E. S. C. n’empéche par la fixation de C’4, c’est bien, 
dans cette expérience, sur C’l que l’E. S. C. exerce son action 
empéchante. 


Action bE L’E. S. C. sur La FIXATION DE C’2. 


Ajoutons a 30 cm® de solution de chainon moyen diluée au 1/10, 
5 cm* de globules rouges sensibilisés et, aprés contact de 
trente minutes a 37° et centrifugation, recueillons le culot de 
globules ayant fixé C’4 et C’l. Ramenons ce culot A son volume 
initial par addition d’eau physiologique. Nous ajoutons a chaque 
tube d'une série contenant du chainon terminal en dilution crois- 
sante une goutte de ces globules. Aprés séjour a l’étuve, nous 
constatons l’hémolyse des globules, allant en diminuant a mesure 
que les quantités de chainon terminal diminuent. Ajoutons, d’autre 
part, a 30 cm® d’une solution de chainon terminal contenant en 
plus 1,2 cm* d’une solution 4 1 mg. par centimétre cube d’E. S. C., 
le restant des globules sensibilisés ayant subi le contact du chainon 
moyen et portons a 37° pendant une heure. Nous constatons que 
ces globules ne s’hémolysent pas. Cette absence d’hémolyse peut 
étre due A la neutralisation ou a l’absence de fixation de C’2 ou 
de C’3 ou de ces deux composants simultanément. Nous verrons 
que c’est cette derniére hypothése qui se vérifie, mais comme, 
en ce moment, nous envisageons l’action de l’E. S. C. sur 0’2, 
il s’agit d’éliminer son action éventuelle sur C’3. 

A cet effet, centrifugeons le mélange de globules sensibilisés 
+ C’l ayant subi le contact du chainon terminal + E. S. C., 
ramenons le culot de globules au volume initial et déposons une 
goutte de ceux-ci dans une série de tubes contenant des quantilés 
décroissantes de sérum chauffé. Nous fournissons ainsi a ces 
elobules qui ont fixé C’4 et C’l, du C's ; il se lvseront donc s’ils 
ont fixé du C’2 malegré Ja présence d’E. S. C., méme si, au cours 
de cette fixation, ’E. S. C. a empéché le C’3 d’agir. Au contraire, 
ils ne se lyseront pas, méme en présence de C'S, si PE. Srtara 
empéché la fixation de C’2. C’est d’ailleurs cette derniére éven- 
tualité qui se réalise. 


Action pe w’E. S. C. sur C’3. 


Privons 2 cm? d’alexine de son C’3 en la traitant par 10 cm*® 
d’une suspension a 1 p. 100 de levure dans de l’eau physiologique. 
Aprés une heure quinze a 37°, centrifugeons et recueillons le 
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liquide surnageant. Ajoutons a ce liquide 3 cm* d’une suspension 
de globules rouges sensibilisés, laissons trente minutes a 37° 
puis, aprés centrifugation, reprenons le culot de globules que 
nous ramenons au volume initial. 

A raison d’une goutte par tube, répartissons ces globules dans 
deux séries de tubes, contenant des dilutions croissantes de sérum 
chauffé vingt minutes a 56°, auquel on a ajouté soit 0,4 em*® d’eau 
physiologique, soit 0,4 cm* d’une solution d’E. S. C. a 1 mg. par 
centimétre cube pour chaque centimetre cube de sérum. Aprés 
séjour a l’étuve, nous constatons que dans la premiére série 
(sérum chauffé + E. P.) il y a hémolyse, de complete elle va en 
diminuant selon la dilution du sérum chauffé. Dans la deuxiéme 
série (sérum chauffé + E. S. C.), aucun tube ne présente de 
Vhémolyse. 

Ainsi les globules, sur lesquels s’élaient fixés C’4, C’l, C’2 
ne se lysent pas en présence de C’3 + E. S. C. 

Une variante de cette expérience, obtenue en remplagant le 
sérum chauffé par de l’alexine traitée par |’ammoniaque, alexine 
a laquelle on a ajouté de l’E. S. C., donne un résultat semblable. 

L’ester sulfurique de la cellulose, auquel on peut d’ailleurs 
substituer l’ester sulfurique de l’amidon, agit sur les deux com- 
posants thermolabiles de lValexine et également sur C’38, compo- 
sant thermostable ; il n’agit pas sur l’autre composant thermo- 
stable : C’4. 


EFFET ANTAGONISTE DES COLORANTS BASIQUES. 


En examinant l’effet métachromatique de ?E. S. C. sur le bleu 
de toluidine, nous avons observé la formation d’un précipité lors 
de l’addition, 4 1 cm® de la solution 4 1 mg. par centimétre cube, 
d’une goutte d’une solution a 1 p. 100 de bleu de toluidine. Ceci 
nous a incilés 4 étudier l’effet du bleu de toluidine sur la réaction 
entre l’E. S. C. et l’alexine. 

Préparons trois séries identiques de tubes contenant des quan- 
lités décroissantes d’E. S. C., a savoir : 0,2 mg.; 0,1 mg. ; 
0,05 mg. et 0,04 mg., ainsi qu’un tube témoin sans E. S. C. Ajou- 
tons A chacun des tubes de la série A une goutte de la solution de 
bleu de toluidine, puis aux tubes des trois séries 0,5 cm? d’alexine. 
Apres trente minutes 4 37°, ajoutons aux tubes de la série B une 
goulte de bleu. Nous titrons a ce moment le pouvoir alexique des 
tubes des trois séries, la série A élant composée de tubes ow le 
bleu de toluidine a réagi avec l’E. S. C. avant l’addition d’alexine, 
la série B étant formée de tubes ot PE. S. C. a réagi avec 
V’alexine avant l’addition de bleu, enfin la série C étant formée de 
tubes témoins, sans addition de bleu de toluidine. 

Le bleu de toluidine exerce une action empéchante trés nette 
(série A) sur l’E. S. C.; d’autre part, sa présence dans le tube 
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témoin, sans E. S. C. ne modifie en aucune facon le titre de 
lalexine. De plus (série B.), le bleu de toluidine, ajouté aprés 
réaction entre PE. S. C. et l’alexine, est capable, dans une trés 
large mesure, de réactiver l’alexine. Ceci nous montre que 
VE. S. C. n’agit pas, comme le pensent Ecker et Pillemer, en 
détruisant des composants de celle-ci. 

Nous avons ensuite éprouvé l’action d’autres colorants sur 
VE. S. C. Nous en donnons la liste ci-aprés. On voit qu’il n’y a 
aucun ‘parallélisme entre leffet métachromatique et l’action de 
ces colorants sur ]’E. S. C., mais qu’il y a une relation trés nette 
entre cette action et le caractére électropolaire du colorant. Les 


TABLEAU II, 


EFFET CARACTERE 


COLORANT sur la réaction | weraCHROMASIE A 
E.S.C. | 
+ alexine | colorant 


Basique. 
Basique. 
Basique faible. 
| Basique. 
Basique. 
Basique. 
Basique. 
Basique. 
Basique. 
Acide. 
Acide. 
Acide. 
Acide. 
Acide. 


Chrysoidine (Griibler) 
Safranine T (Merck) 

Rouge neutre (Merck)... . 
Bleu de toluidine (Merck). . 
Vert de méthyle (Microcolor). 
Bleu de crésyle (Microcolor) . 
Thionine (Grubler) 4 
Vert Janus (Meister Lucius) . 
Trypaflavine 

Eosine orange (Grtibler) . . . 
Erythrosine (Ral) 

Vert lumiére (Geigy) 

Cyanol (Hollborn) 

Bleu trypan (Geigy) 


bid Fes fehi } 
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colorants basiques empéchent l’action de l’E. S. C., les colorants 
acides n’ont pas cet effet. 

A la seule exception de la Kec: tous les colorants 
basiques essayés se sont montrés actifs. Ces faits sont en faveur 
de l’hypothése selon laquelle les esters sulfuriques des poly- 
saccharides agissent par leurs groupements acides sur certains 
composants de ’alexine, On-pourrait admettre une action sur les 
groupements basiques des protéines alexiques, aboutissant a la 
formation d’un complexe faiblement ionisé. 


Prot. — NH, + Polys. — 0 — SO; — Na + H,O = Prot. — NH; — SO; 
— 0 — Polys. + NaOH. 


Ce complexe réagirait avec un colorant basique, par formation 
d’un complexe moins soluble, de fagon a libérer les groupements 
aminés de la protéine. 


Prot. — NH, — SO, — 0 — Polys. + Toluid. + Cl —_ = Prot. — NHq 
+ Polys. — 0 — SO; — Tol. + HCl. 


Les composants bloqués par lester sulfurique ne pourraient se 
fixer sur les globules sensibilisés. 

Seul compte le caractére basique du colorant, puisque des 
colorants appartenant & des groupes trés différents se sont mon- 
trés actifs. C’est ainsi que le vert de méthyle dérive du triphényl- 
méthane ; le bleu de crésyle appartient au groupe des oxazines ; 
la thionine et le bleu de toluidine sont des thiazines ; le rouge 
neutre, la safranine et le vert Janus des azines et la Pla boat ae 
appartient au groupe de l’acridine. 

L’effet antagoniste de ces colorants sur la réaction entre 
PE. S. C. et lalexine, leur pouvoir de dissocier le complexe 
formé, est mis en évidence par l’expérience suivante. 

A 7 tubes, mis 4 37° et contenant tous 0,2 cm® d’une solution 
dE. S. C. & 1 mg. par centimétre cube, ajoutons 0,5 cm? 
d’alexine, puis immédiatement au premier une goutte de bleu de 
toluidine a 1 p. 100. Ajoutons ensuite successivement une goutte 
de bleu aux autres tubes, a raison d’un tube toutes les quinze 
minutes, le septiéme tube n’en recevant pas. 

Nous avons ainsi une série de tubes ov J’alexine et 
YE. S. C. ont été en contact pendant des temps de plus en plus 
longs avant addition du bleu, temps s’échelonnant entre 
zéro heure et une heure quinze. Si nous titrons aprés ce séjour 
de une heure quinze 4 37° le pouvoir alexique de ces tubes, nous 
constatons qu’il est sensiblement le méme partout, et égal A celui 
d’un tube témoin d’alexine sans E. S. C. et sans bleu de tolui- 
dine, ou d’un autre tube d’alexine n’ayant recu que du bleu. Bien 
entendu le septiéme tube : alexine + E. S. C. est dépourvu de 
tout pouvoir hémolytique. 
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Le bleu de toluidine est done capable de dissocier le complexe 
formé, malgré un contact prolongé entre ’E. S. C. et l’alexine. 

Comme nous l’avons signalé, des globules rouges sensibilisés, 
mis au contact d’E. S. C. et d’alexine ne s’hémolysent pas, 
quand, aprés centrifugation pour éliminer le liquide surnageant 
chargé d’E. S. C., on les resuspend en eau physiologique. L’addi- 
tion de bleu de toluidine a ces-globules resuspendus ne change 
rien a cet état de choses, ces globules n’ayant fixé, au contact de 
Yalexine + E. S. C., que le C’4. Cependant le liquide surna- 
geant, auquel on ajoute du bleu de toluidine, hémolyse parfaite- 
ment des globules sensibilisés neufs: son titre en alexine est 
égal a celui d’une alexine témoin, non traitée par des globules 
sensibilisés. I] faut done admettire que les globules n’absorbent 
pas la totalité du C™ présent. 

Bien entendu, les colorants basiques faisant récupérer a 
Valexine traitée par PE. S. C. toute son activité, il faut, néces- 
sairement, que ces colorants permettent la fixation des 3 compo- 
sants atteints par ’E. S. C. Sans entrer dans des détails, disons 
que c’est ce que nous avons observe. 

Si Pon répéte les expériences consacrées a l’action de |’E. S. C. 
sur la fixation de C’l, C’2 et C’3, en ajoutant toutefois des quan- 
tités appropriées de bleu de toluidine ou de vert Janus, par exem- 
ple, on constate alors que ces composants se fixent ou agissent 
fort bien, malgré la présence d’E. S. C. 

Une remarque s’impose cependant ici. Cette action des colo- 
rants basiques n’est efficace que pour autant que les composants 
ne soient pas fixés sur les globules. Le résultat est tout différent 
si nous faisons agir l’E. S. C. sur un composant déja fixé sur le 
globule. 

Scindons, par barbotage de CO,, de l’alexine diluée au 1/10 en 
eau distillée en ses chainons « moyen » et « terminal ». Préparons 
deux tubes identiques contenant 2,5 cm* de globules rouges de 
mouton, sensibilisés et lavés, ajoutés 4 15 cm* d’une solution 
diluée au 1/10 de chainon « moyen ». 

Aprés un séjour de trente minutes 4 37°, suffisant pour obtenir 
la fixation de C’4 et C’1 sur les globules, ajoutons 4 ]’un des tubes 
0,6 cm*® d’une solution 4 1 mg. par centimétre cube d’E. S. C., 
a autre 0,6 cm* d’eau physiologique. 

Aprés nouveau séjour de quinze minutes a 37°, centrifugeons 
les deux suspensions et recueillons les culots. Nous disposons ainsi 
de deux espéces A et B de globules, ayant toutes deux fixé C’4 
et C’1, mais dont l’une (B) a, de plus, été au contact d’E. S.C. 
apres fixation des composants. ak 

Préparons, d’autre part, deux séries I de dilutions appropriées 
de chainon « terminal », deux autres séries II ne différant des 
premieres que par l’addition de bleu de toluidine. Ajoutons les 
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globules A a une série I et a une série II, faisons de méme pour 
les globules B. 

Aprés séjour a l’étuve, nous constatons que les globules A, qui 
ont fixé le chainon moyen, se sont lysés, comme il se doit, en pre- 
sence de chainon terminal, que celui-ci contienne ou non du bleu 
de toluidine. 

Au contraire, les globules B sont restés intacts en présence de 
chainon terminal avec ou sans toluidine. 

Ainsi E. S. C., qui s’unit au chainon moyen déja fixé sur le 
globule sensibilisé, empéche non seulement l’action du chainon 
terminal, mais son union avec le chainon moyen n’est pas dis- 
sociée par le bleu de toluidine. 

Puisque le complexe E. S. C.-C’1 libre est aisément dissociable 
par un colorant basique, cette expérience nous montre que 
VE. S.C. ajouté a de l’alexine agit sur le C’l de celle-ci en 
VYempéchant de se fixer sur le globule sensibilisé. 


Résumé. 


1° Les esters sulfuriques des polysaccharides agissent sur 
Yalexine en empéchant Ja fixation de C’l et C’2 ainsi que l’action 
de C’3; 

2° Un ester sulfurique d’un disaccharide n’a aucune action sur 
Valexine; 

3° Les colorants basiques s’opposent a l’action des esters sul- 
furiques, les colorants acides n’ont aucun effet; 

4° Les composants de |’alexine atteints par les esters ne sont 
nullement détruits, méme aprés contact prolongé. 


BIBLIOGRAPHIE 


[1] Beresrrém. Nalurwissensch., 1935, 23, 706; Zeitschr. Physiol. 
Chem., 1936, 238, 163. 

[2] Ecker (E. E.) et Gross (P.). J. Infect. Dis., 1929, 44, 250. 

[3] Gross (E.) et Ecker (E. E.). Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1929, 
26, 508. 

[4] Ecker (E. E.) et Putemer. J. Immunol., 1941, 40, 73. 

[5] Mursaars (W.) et Barruers-Viroux (J.). Ces Annales, 1947, 73, 451. 

[6) Lison (L.). Arch. Biol., 1935, 46, 599. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 6 novembre 1947. 


Présidence de M. Maarou. 


M. Magrou prend séance et prononce l’allocution suivante : 


Mesdames, Messiecurs, 


En prenant possession de ce fauteuil, mon premier devoir est de 
vous remercier de l’honneur que vous m’avez fait en m’appelant & fa 
présidence de notre Société. Mais a la fierté que j’éprouve A prendre 
la direction de vos savants débats se méle quelque inquiétude ; je 
succéde, en effet, au meilleur des présidents, notre éminent collégue 
et ami le D® Négre, qui occupait cette place avec toute l’autorité que 
lui confére une ceuvre scientifique de premier ordre, et aussi avec 
cette courtoisie, cette bienveillance, cette gentillesse qui sont le fond 
de sa nature et que connaissent bien tous ceux qui ont la bonne 
_ fortune de l’approcher. Je ne puis prétendre 4 ne pas vous le faire 
regretter ; je m/efforcerai, tout au moins, de m’inspirer de son exemple. 
Je compte, pour m’aider dans ma tache, sur nos dévoués vice-prési- 
dents, MM. Gastinel et Dujarric de la Riviére, sur notre secrétaire 
général, M. Lépine, qui est vraiment la cheville ouvriére de notre 
Société, sur notre secrétaire général adjoint, M. Jean Levaditi et sur 
notre nouveau trésorier, M. Wahl. 


La Société Francaise de Microbiologie a subi, hélas ! de lourdes 
pertes au cours des trois années qui viennent de s’écouler. 

Le professeur Nattan-Larrier est un ancien de 1’Institut Pasteur, ou 
il a été jadis l’assistant de Laveran. Sous l’impulsion de ce maitre, il 
s était orienté vers la pathologie exotique et la notoriété qu’il ne tarda 
pas a acquérir dans ce domaine lui valut bientét d’occuper une chaire 
créée pour lui au Collége de France. Ses travaux sur les leishmanioses, 
les trypanosomiases, la perméabilité placentaire, sont justement 
estimés. I] avait publié deux volumes d’un Traité de Microbiglogie et 
poursuivait cette ceuvre monumentale quand il nous a été enlevé. 

Philippe Lasseur, professeur de Microbiologie 4 la Faculté de Phar- 
macie de Nancy, est bien connu par ses beaux travaux, remarquables 
par leur précision, de bactériologie et de sérologie. Crétait un anima- 
teur, qui avait su grouper autour de lui une pléiade de disciples 
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enthousiastes, pronfondément attachés & leur maitre. I] avait pris une 
part active & la constitution de notre Société. 

Citoyen américain, d’ascendance russe, Harry Plotz, aprés avoir parti- 
cipé a la guerre de 1914, entra a J’Institut Pasteur dans le service du 
regretté Besredka, ott il poursuivit des recherches sur Vimmunité vacci- 
nale, la culture in vitro du virus de la peste aviaire, du virus vaccinal,. 
du typhus exanthématique, sur lisolement du virus de la rougeole 
et sa transmission au singe. Au cours de la derniére guerre, il fut 
chargé & Washington de la direction du service des maladies rickett- 
siennes. Grand ami de notre pays, Plotz a été un artisan actif et persé- 
vérant du rapprochement entre la France et les Etats-Unis. 

Alfred Boquet nous a éfé enlevé, il y a quelques mois a peine, par 
un mal soudain et implacable. Il avait commencé sa carriére vétéri- 
naire dans le Sud algérien, ot: il avait été chargé d’organiser la lutte 
contre la clavelée. Le regretté Albert Calmette et M. Edouard Sergent 
l’appelérent & Alger, pour l’attacher A 1’Institut Pasteur d’Algérie 
nouvellement fondé. C’est 1A qu’il rencontra notre collégue M. Négre, 
A qui il devait rester lié par trente-sept années de travail en commun 
et d’amitié fraternelle. Leur collaboration débula par un coup de 
maitre : ils résolurent tous les problémes qui se posaient & propos de 
la lymphangite @pizootique des Solipédes ; les premiers, ils réussirent 
»\ cultiver en série le champignon agent de cette affection, 4 reproduire 
ja maladie par inoculation de cultures pures, a instituer un tratte- 
ment spécifique efficace. Si bien que Ia monographie de Boquet et 
Neore sur la lymphangite épizootique peut étre proposée comme 
modéle A tout chercheur qui entreprend I’étude expérimentale d’une 
maladie infectieuse. En 1919, Boquet et Négre furent appelés 2 I’Ins- 
titut Pasteur de Paris, ot ils firent partie de V’équipe qui aida Cal- 
mette dans ses recherches sur la tuberculose. La, Boquet déploya une 
activité débordante, et je ne puis donner qu’une énumération tres 
incomplete de tous les sujelts qu’il aborda : mise au point de la vacci- 
nation par le BCG, découverte avec Negre, de |’antigéne méthylique et de 
ses applications thérapeuliques, recherches expérimentales sur la tuber- 
culose, publication d’ouvrages didactiques. Peu de temps avant de 
nous quitter, Boquet avait été élu membre de l’Académie de Médecine 
dans la section vétérinaire. 

Paul Jeantet, l’une des figures les plus populaires de l'Institut Pas- 
teur, et lié d’amilié avec la plupart d’entre nous, a disparu en pleine 
activité au cours de l’hiver dernier. I] assurait depuis prés de quarante 
ans, avec une compétence et un dévouement a toute épreuve, le ser- 
vice de Photomicrographie. Travailleur infatigable, d’une adresse el 
d’une ingéniosité sans égale, il laisse une collection iconographique 
unique au monde. Au moyen des techniques photographiques, i 
réussit & résoudre de difficiles problémes microbiologiques : morpho- 
logie de Vagent de Ja péripneumonie (avec Borrel, Dujardin-Beaumetz 
et M. Jouan) ; structure submicroscopique des aiguilles cristallines de 
la mosaique du Tabac (avec notre collégue M. Lépine). Avec M. Jacques 
Duclaux, il a publié d’importants travaux sur la spectrographie dans 
l’ultraviolet. 

Venu A la Science apres sa rencontre avec Carrel, pendant la guerre 
de 1914, Lecomte du Noiiy n’avait pas tardé A acquérir une rare mai- 
trise dans le domaine de la biophysique. Il travailla d’abord A 1’Ins- 
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titut Rockefeller, puis fut accueilli A Institut Pasteur par M. Roux. 
Il yéussit & déterminer les grandeurs moléculaires par des mesures de 
tension superficielle. L’ouvrage qu’il publia sur ce sujet dans les mono- 
graphies de l'Institut Pasteur est un modéle d’élégance et de rigueur 
expérimentale et de clarté dans I’exposition. Toujours prét A accueillir 
avec sympathie les idées neuves, Lecomte du Noitiy séduisait par la 
distinction de sa personne et de son esprit. Il laisse plusieurs ouvrages 
philosophiques, qui lui ont valu des admirateurs enthousiastes. 

Esprit original, savant histologiste et embryologiste, Peyron a dirigé 
pendant plusieurs années un laboratoire d’anatomie pathologique & 
l'Institut Pasteur. Il laisse une ceuvre considérable, dans laquelle rien 
n’est indifférent. On lui doit une découverte de haute portée biolo- 
gique, celle de la parthénogénéése ou, plus exactement, de l’androgénése 
dans Vespéce humaine : dans certaines tumeurs du _ testicule de 
Vhomme, il a décrit, en effet, des formations qui ressemblent & s’y 
méprendre 4 des embryons humains au début de leur développement ; 
particularité remarquable, ces boutons embryonnaires, situés dans le 
testicule, dérivent non d’ovules, mais de gamétes miles. 

Frédéric Nitti, ravi tout jeune a l'Institut Pasteur et a la science, 
assurait depuis 1935 la liaison entre le laboratoire de Chimie théra- 
peutique et le laboratoire de Bactériologie de Salimbeni. Il fut étroi- 
tement associé a la découverte, par M. et M™ Tréfouél, des sulfa- 
mides, dont il étudiait, par des expériences minuticuses, l’action sur 
Vorganisme. Pendant l’occupation, au mépris de tout danger, il 
servit avec enthousiasme, dans la clandestinité, la cause de la France, 
qu’il avait choisie pour patrie dés 1939. 

Chef du service de Ja peste, qu’il assurait avec une compétence et 
un zele exemplaires, Dujardin-Beaumetz avait pris sa retraite il y a 
quelques années et s’était retiré & Nantes, ot, sous l’occupation 
ennemie, il avait eu 4 souffrir des bombardements. Son départ de 
l'Institut Pasteur avait laissé un grand vide parmi nous. Qui ne se 
souvient de cet aimable collégue, toujours souriantt, de sa bonne 
grace, de son caractére enjoué, de sa conversation spirituelle ? C’était 
pour moi une joie de le voir entr’ouvrir la porte de mon laboratoire, 
ou il venait volontiers passer un moment. I] s’est monitré un précur- 
seur dans un domaine appelé par la suite 4 une destinée éclatante, 
celui des antibiotiques. Il avait découvert une bactérie, qu’il nomma 
antibiocoque, qui a la propriété d’arréter Ja croissance de divers 
germes Gram-positifs, des bacilles diphiériques et diphtéroides entre 
autres. Le phénoméne @’inhibition qu’il avait ainsi mis en évidence 
était d’une netteté et d’une beauté saisissantes. Mais dans l’excés de 
sa modestie, il négligea d’en tirer parti. Et, tandis que des décou- 
yertes similaires connaissaient un avenir glorieux, la sienne passa a 
peu prés inapercue. J’accomplis un acte de justice en la rappelant a 
votre attention et en placant ce chercheur modeste et désintéressé au 
rang qui lui est dd. 

Edouard Chatton avait été l’assistant du regretté professeur Mesnil. 
Aprés la paix de 1919, il soutint sa these de doctorat és sciences, 
monographie monumentale sur les Flagellés Péridiniens. I quitta 
alors l'Institut Pasteur pour entrer dans PUniversité. Aprés avoir 
occupé en province plusicurs chaires de Zoologie, il succéda a 
Duboseq dans la direction du Laboratoire Arago a Banyuls-sur-Mer, 
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avec le titre de professeur 4 la Sorbonne. C’est 14 qu’il vient de suc- 
comber, aprés une longue et cruelle maladie. Son ceuvre est considé- 
rable ; elle comprend, d’une part, des recherches sur les Protozoaires 
pathogénes ou parasites ; d’autre part, des études de zoologie marine 
portant principalement sur de nombreux groupes de Protistes. Kile 
se recommande par de nombreux résultats de grande portée, et par 
la perfection impeccable de son exécution. Ajoutons que Chatton était 
doué d’un beau talent de dessinateur et de peintre. Il était, depuis 
1933, correspondant de l’Académie des Sciences pour la Section d’Ana- 
tomie et de Zoologie. 

Serge Metalnikoff, contraint aprés la guerre de 1914-1918 de fuir 
sa patrie en proie A la révolution, trouva un refuge a 1’Institut Pas- 
teur, ow il fut accuecilli avec empressement par M. Roux. Il était dés 
ce moment un zoologiste de grande réputation. Dans son laboratoire 
de la rue Falguiére, il poursuivit des recherches profondément origi- 
nales sur l’infection et l’immunité chez les insectes, et sur la lutte 
contre les ennemis des cultures au moyen de parasites entomophages. 

Pierre Mazé, chef du Service de Chimie et Bactériologie agricoles 4 
l'Institut Pasteur, Gtait l’un des plus anciens travailleurs de la 
maison, ot il était entré en 1896. Ses recherches, universellement 
connues ect devenues classiques, portent sur l'étude de la nutrition 
des plantes au moyen de Ja méthode des cultures aseptiques, sur la 
signification physiologique des fermentations et sur la nutrilion car- 
bonée des végétaux et des microbes, sur Jes fermentations spéciales, 
sur la fabrication du beurre et des fromages. I] fut le premier a 
montrer que le Rhizobium radicicola enrichit en azote combiné les 
milieux artificiels ott on Je cultive. Sa méthode technique de culture 
aseplique des plantes vertes en milieux synthétiques est d’un usage 
courant dans tous Jes laboratoires de physiologie végétale. 

A cOété de ce yéléran de la bactériologie, un autre de nos collegues 
nous a été enlevé tout jeune: Sarciron, de l’annexe de Garches, a 
succombé & quarante ans, au moment ot il poursuivait d’intéres- 
santes recherches sur des problémes d’immunologie. C’était un des 
espoirs de ]’Inslitut Pasteur, et nous avons douloureusement ressenti 
sa perte prématurée. 

Jean Régnier, professeur de microbiologie A Ja Faculté de Phar- 
macie de Paris, a succombé en 1946, en pleine activité. Son couvre 
scientifique, qu’il a poursuivie avec un courage admirable malgré 
une sanlé chancelante, témoigne du souci de la précision et du désir 
(approfondir les problémes biologiques auxquels il s’est altaqué. Elle 
porte sur la bactériologie, avec des recherches sur les antiseptiques 
et sur la pharmacodynamie (recherches sur Jes anesthésiques locaux). 

Nous nous inclinons pieusement devant nos Collégues disparus. 
Nous nous engageons A entretenir fidélement le culte de leur méimoire 
et nous adressons 4 leurs familles l’expression de nos condoléances 
emues, 


a a 
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COMMUNICATIONS 


L’ADDITION OE LATEX D'HEVEA BRASILIENSIS 
AU VACCIN ANTIRABIQUE FORMOLE 
EN VUE D’AUGMENTER SON ACTIVITE 


par H. JACOTOT. 


Nous avons fait connaitre ailleurs (1) que le latex d’Hevea brasi- 
liensis, source la plus commune de caoutchouc naturel, est suscep- 
tible d’augmenter notablement le pouvoir immunisant de divers vac- 
cins avirulents constitués par des émulsions de microbes figurés ou 
par des émulsions de tissus électivement chargés de virus palhogenes. 
Voici quelques précisions relativement a l’action de cet adjuvant sur 
Ices ¢mulsions de substance nerveuse rabique traitées par le formol. 

Le mélange cst obtenu de la facon suivante : 

On prépare, selon la technique qui a été exposée ici méme anitérieu- 
rement (2), une @mulsion formolée d’encéphales de chiens préalable- 
ment inoculés de virus fixe. L’émulsion vaccinale considérée comme 
terminée est divisée en deux parties égales; a lune on ajoute une 
quantilé de latex représentant Je dixiéme du poids de la pulpe ner- 
yeuse contenue dans le vaccin, on mélange et on compltte avec de 
Veau pour que 1’émulsion finale soit au cinquiéme ou au dixiéme. La 
deuxitme parlie qui servira de vaccin-témoin est complétée au méme 
volume avec de l’eau. Ainsi que nous l’avons déja signalé, fa prépa- 
ration du latex nécessite quelques précaulions qui visent a cmpécher 
la floculation ou Ja formation de gomme sans diminucr le pouvoir 
d’adsorption des globules. 


Premiére expérience. — a) On fait usage d’émulsions vaccinales au 1/5 
qui ont été préparées trois semaines avant, chaque vaccin est expérimenté 
sur 12 cobayes répartis en quatre groupes de 3; on vaccine en deux 
temps, A trois semaines d’intervalle aux doses de 0,25, ae 1, 2 cm’ chaque 
fois. L’épreuve consiste en une inoculation de 0,02 g. de virus des rues 
dans les masseters ; elle est pratiquée un mois et deme aprés la deuxiéme 
vaccination ; elle donne les résultats suivants : cobayes qui ont recu le 

yaccin additionné de latex, 1 mort sur 12; cobayes qui ont regu le vaccin 
sans latex, 8 morts sur 12; cobayes témoins non vaccinés, 4 morts sur 4. 

b) Les mémes émulsions sont employées & nouveai un an plus tard ; 
elles ont été conservées A la température de 6° C. Le protocole expéri- 
mental est le méme ; l’épreuve pratiquée trois semaines aprés la deuxiéme 
vaccination donne les résultats suivants : cobayes qui ont recu le vaccin 
additionné de latex, 1 mort sur 12; cobayes qui ont regu le vaccin sans 
latex, 6 morts sur 12; cobayes témoins non vaccinés, 4 morts sur 4. 


(1) C. R. Acad. Sci., 1947, 224, 1390. 
(2) H. Jacoror, ces Annales, 1947, 73, 1028. 
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Deuziéme expérience. — On fait usage d’émulsions vaccinales préparées 
‘un mois et demi avant; le protocole expérimental est identique au précé- 
dent mais l’épreuve est pratiquée un mois seulement aprés la deuxieme 
vaccination ; elle donne les résultats suivants : cobayes qui ont recu le 
vaccin additionné de latex, 1 mort sur 12; cobayes qui ont regu le vaccin 


a 


sans latex, 7 morts sur 12; cobayes témoins non vaccinés, 3 morts sur 3. 


Troisiéme expérience. — On fait usage d’émulsions vaccinales au 1/5 
qui ont été préparées quinze jours avant; le protocole n’est pas modifié ¢ 
lépreuve virulente pratiquée un mois aprés la deuxiéme vaccination donne 
les résultats suivants : cobayes qui ont recu le vaccin additionné de latex, 
2 morts sur 12; cobayes qui ont recu le vaccin sans latex, 6 morts sur 12 ; 
cobayes témoins non vaccinés, 4 morts sur 4. 


Quatriéme expérience. — On fait usage d’émulsions vaccinales au 1/10 
préparées trois semaines. avant. Chaque vacein est expérimenté sur 
9 cobayes réparlis en trois groupes de 3; on vaccine en deux temps aux 
doses de 0,50, 1, 2 cm’. L’épreuve virulente pratiquée sept semaines aprés 
la deuxiéme vaccination donne les résultats suivants: cobayes qui ont recu 
le vaccin additionné de latex, 4 morts sur 9; cobayes qui ont recu le 


vaccin sans latex, 7 morts sur 9; cobayes témoins non vaccinés, 4 morts 
sur 4, 


Conciusion. — L’addilion d’une petite quantité de latex d’Hevea bra- 
siliensis au vaccin antirabique constitué par la pulpe formolée d’encé- 
phales rabiques, augmente de facon appréciable J’activité de ce 
vaccin ; la totalisation des résultats fournis par les expériences rap- 
portées ici montre que 9 seulement des 57 cobayes qui avaient recu 
le vaccin additionné de latex ont succombé & 1’épreuve virulente 
contre 34 des 57 cobayes qui avaient regu le vaccin sans latex ; en 
d’autres termes, 84 p. 100 des cobayes du premier groupe (vaccin au 
latex) ont résisté A l’épreuve et 40 p. 100 seulement des cobayes du 
deuxiéme groupe (vaccin sans latex). Tous les cobayes témoins non 
vaccinés, soit 19, sont morts. 

Ces résultats. sont 4 rapprocher de ceux que l’on obtient lorsqu’on 


emploie comme adjuvant du méme_ vaccin antirabique l’alumine 
hydratée en gelée (3). 


(Institut Pasteur de Nhatrang, Indochine.) 


SUR UN GERME DU GENRE L/STEARI/A 
APPAREMMENT NON PATHOGENE 


par R. SONTER, F. BENAZET et M. PIECHAUD. 


En 1941, au cours de recherches sur le mécanisme de la réaction 
dagglutination de Paul-Bunnell-Davidsohn, nous avons isolé d’un sang 
de boeuf cuit un germe ayant de nombreux caractéres communs avec 


(3) H. Jacoror, Ces Annales, 1947, 73, 1028. 
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Listeria monocytogenes, mais n’en ayant pas les propriétés pathogénes. 
Certains problémes relatifs aux Listeria n’étant pas encore entié- 


rement résolus, nous croyons devoir rapporter les résultats de nos 
constatations. 


Dans cette étude, qui ne peut étre développée ici, nous rappellerons 
les caractéres qui rapprochent, mais aussi distinguent ce germe (éti- 
queté L?® dans notre collection) des Listeria. 


Cest un petit bacille trés mobile, A bouts arrondis, se présentant dans 
les cultures isolément, ou groupé par deux, ou en files plus ou moins 
longues et gardant le Gram. I] se développe aisément sur les milieux ordi- 
naires, mais plus richement sur ceux contenant du sang ou du glucose. 

On peut observer sur milieu solide des colonies lisses, convexes, corres- 
pondant 4 des formes « Smooth » et constituées presque exclusivement de 
petits batonnets, alors que d’autres colonies A centre un peu déprimé et 
a bords dentelés sont constituées par des formes longues, filamenteuses 
et parfois en Y (forme « Rough »); on note aussi des aspects diphté- 
roides. 

Il fermente : lactose (lentement trois A quatre jours), glucose, saeccha- 
rose, lévulose, maltose, glycérine, mais n’attaque pas la dulcite, la 
mannite. I] provoque un léger virage du lait tournesolé. H ne produit pas 
dindol et pas d@H2S. Comme les Lisieria (voir note suivante), la souche L2é 
noircit le milieu A J’esculine-citrate de fer. f 

Quelques caractéres morphologiques et culturaux du germe L2® sont 
différents de ceux que nous avons observés sur Jes différentes sauches 
de Listeria que nous avons étudiées : ce sont, en particulier, une mobilité 
trés grande, aussi bien A 37° qu’a la température du laboratoire, l’appari- 
tion d'une teinte jaune des colonies apres quelques jours, labsence de 
pouvoir hémolytique en milieu solide alors qu'il est faible en milieu 
liquide. 

Mais les différences les plus nettles sont celles relatives au pouvoir 
pathogéne. En effet, jamais Jlinstillation oculaire, méme de suspensions 
denses de L26 n’a provoqué de réaction inflammatoire et n’a permis de 
reproduire le test si caractéristique dit de Pons et Juliannelle. 

Si, peu de temps aprés son isolement, linjection intrapéritonéale de 


suspensions de cultures de vingt-quatre heures de type « Smooth » a 
provoqué en six jours la mort de 2 rats, et si une souris inoculée par voie 
nasale avec Je germe isolé du sang du cceur d'un des rats, a succombé 


en cing jours, par la suite nous n’avons pu obtenir & nouveau ces résul- 
tats. Méme Jinjection intrapéritonéale de germes en suspension dans la 
mucine, a été sans action pour les rats et les souris. Trois lapins ont 
résisté A des injections intraveineuses de doses variées, dont certaines 
élevées, de cultures, et n’ont présenté qu’une légére monocytose. 

L’étude immunologique de la souche L26 a été faite in vitro et In vivo. 
Les sérums de 2 lapins imunisés avec la souche L26 n’ont pas ageglutiné 
les suspensions de Listeria (souche Inst Pasteur de Paris, souche Harvier, 
souche FE. monocytogenes de l'Institut Lister), alors quis agglutinaient 
respectivement au 1/1.600 et au 1/3.200 la souche homologue. A inverse, 
les sérums anti-Listeria, préparés avec les souches précédentes, nagelu- 
tinaient pas la souche L26. Mais on connait Vexistence de plusieurs types 
antigéniques de Listeria et nous m’avons pu Jes obtenir tous. Regs lt 3 

Il a été procédé A immunisation de 12 souris, au moyen de 4 injections 
sous-cutanées de 0,5 em? de culture en bouillon de L?6 (a dix jours d in- 
tervalle, puis trente jours pour Ja derniére). Ces souris ont été réparties 
en quatre lots qui ont regu respectivement une suspension de trois Listeria 
(souche Cotoni, Forgeot, Belin) et une suspension d'Erysipelothric rhusio- 
pathie. Chaque lot comprenait des témoins. Il n’y a pas eu de différence 


56 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


notable de comportement entre les souris témoins ajoutées & chaque lot 
et celles ayant précédemment recu des injections de la souche L?6, 


De nombreuses autres recherches ont été effectuées. Celles relatives 
an mécanisme de la réaction d’agglutination ont été rapportées pré- 
cédemment (1,2) et ne peuvent étre résumées ici, mais nous rappel- 
lerons que L2® a été trouvée dans un des rares sangs de bceeuf qui, 
apres chauffage & 100°, provoquaient par injection intraveineuse au 
lapin Vapparition d’agglulinines anti-mouton du type de_ celles 
observées dans la mononucléose infectieuse. On devait admettre que la 
listeria se trouvait dans le sang du boeuf au moment des préléve- 
ments & Vabattoir. Des essais effectués pour expliquer la présence du 
cerine dans la suspension de globules de beeuf bouillis, il ressort que 
dans certaines conditions et en particulier lorsqu’il se trouve inclus 
dans un caillot coagulé, le germe peut résister & une température 
éleyéo qui se trouve d’ailleurs ¢tre, selon toute vraisemblance, infé- 
rieure A celle notée dans le bain-marie (100°), ot plongent les ballons. 

Un fait analogue a été signalé pour divers germes contaminant les 
viandes et qui, placés au centre des quartiers, résistent & des cuissons 
prolongées. D’autres contrdéles méritent d’étre effectués avec les Lis- 
feria pathogenes dont le mécanisme de transmission a homme est 
encore imprécis. 

En résumé ; Nous avons isolé d’un sang de boeuf cuit, dans lequel 
il avait paru résister, un germe (L7°) qui a de nombreux caractéres 
communs (morphologiques, culturaux, métaboliques et biologiques) 
avec les Listeria, mais dont le pouvoir pathogéne faible peu aprés son 
isolement est demeuré ullérieurement nul pour les animaux sensibles. 
Les réactions d’agglutination auxquelles il a été procédé n’ont pas 
réyvelé de rapports antigéniques avec les Listeria dont nous disposions. 
Les souris vaccinées avec la souche L?® n’ont pas été immunisées 
contre les souches pathogénes. Nous n’avons pas connaissance que 
l’existence de germes du type de celui dont nous avons rapporlé Jes 
caracléres ait été signalée (3). Il parait possible de le classer, du moins 
jusqu’’ plus ample informé, dans le genre Listeria (4). 


Ml. Forgeot : L’expression « sang cuit », utilisée par les auteurs nous 
parait mauvaise, car elle n'indique pas la température exacle du chauffage, 
ni sa durée. Nous apprenons qu'il s’agit de ballons de sang de beeuf (quelle 
contenance ?) placés au bain-marie & 100°, mais il n’est pas indiqué pen- 


(1) F. Benazer, Recherches sur le rédle des Listerella dans la mononu- 
cléose infectieuse. Thése Lyon, 1943. 

(2) R. Sommer et M. Tissier, Recherches expérimentales sur le mécanisme 
ei. Ja signification de Ja réaction dagglutination de Paul-Bunnell-David- 
sohn. Rev. Immunol., 1946, 40, 211. 

(3) Peut-étre doit-il ¢tre rapproché de la souche isolée par Broll en 1911, 
du sang putréfié dun boeuf ayant succombé a une infection de nature indé- 
terminée, car il était trés peu pathogene. 

(4) Nous remercions beaucoup M. le professeur Dumas qui a bien voulu 
confirmer les caractéres que nous avions mis en évidence pour la 
souche L?6, Nos remerciements vont aussi 4 Mr S. T, Cowan, Curator ‘de 
l'Institut Lister, qui a procédé également 4 une étude de cette souche et a 
admis quelle semblait voisine des Listeria. 
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dant combien de temps. Ce sang a été Pomel a Vabattoir (avec ou sans 

precautions spéciales d’asepsie ?). Les auteurs disent : «Lorsquil se 
trouve inclus dans un caillot coagulé, le germe peut résister & une tempé- 
rature élevée ». Il aurait été intéressant de vou si, aprés isolement et 
culture, ce germe, placé dans du sang de beeuf chauffé a la méme tempé- 
rature, conservait sa vitalité ; la majorité des auteurs indiquent en effet 
qu’ apres un chauffage d'une heure a 55° le germe est tué. La question 
est dimportance, si on se place au point de vue du consommateur, 


M. R. Sohier : Les ballons dans lesquels étaient préparés les globules 
de beeuf cuits pour la réaction de Paul-Bunnell-Davidsohn avaient un 
volume de 300 cm3 et contenaient 25 cm® de sang et 100 cm d’eau physiolo- 
gigue. Ils étaient mis au bain-marie a 100° une heure. Le sang de bouf 
était recueilli 4 Tabattoir au moment de la saignée, aussi proprement que 
possible, mais sans asepsie véritable. I] mous a paru  vraisemblable 
dadmettre (toutes autres hypothéses plausibles éliminées) que le germe 
provenait du sang de beeuf. Mais, surpris qu'il ait pu résister au chauffage, 
nous avons tenté quelques essais. A plusieurs reprises des cultures ont 
été mélées & du sang de beeuf stérile qui était utilisé pour la préparation de 
Yantigéne dans des conditions normales : le germe n’a pas été retrouvé 
aprés passage au bain-marie 4 100° une heure. Mais lorsqu’on mélait les 
cultures & du sang et qu’on obienait la coagulation 4 80° ou 100° pendant 
une A trois minutes, puis qu’aprés refroidissement on chauffait & nouveau 
le sang a 80° et 100° au bain-marie dans des ballons de 300 cm et sans 
dissocier les caillots, on pouvait retrouver la Listeria L2* aprés trente et 
une fois quarante-cing minutes. 

Ces circonstances ont pu étre réalisées fortuitement au cours de la prépa- 
ration des antigénes, car l’aide qui en était chargée et qui, A V’époque, 
manipulait 15 & 20 antigénes par séance, a pu, génée qu'elle était par des 
questions matérielles, opérer en deux temps, comme cela lui était arrivé. 
C'est du moins l’hypothése que nous proposons en posant, sans la résoudre, 
la question de la persistance possible de Listeria dans des produits 
dVorigine commerciale malgré la cuisson. 


COMPORTEMENT DIFFERENT DES EAYS/PELOTHAIX 
ET DES LISTERIA 
SUR MILIEU DE CULTURE A L’ESCULINE 


par R. SOHIER. 


Si Von admet aujourd’hui que les ‘Listeria doivent étre nettement 
distinguées des Erysipelothriz (1), certains rapprochements ont été 
faits enlre ces deux especes, initialement semble-t-il par Topley et 
Wilson (1936), puis par d’autres auteurs qui ont été jusqu’d envisager 
leur classement dans le méme genre bactérien. 


(1) On a proposé de classer les Listeria dans la famille des Bacteriacex, 
iribu des Kurthize, et les Erysipelothriz dans celle des Actinomycelaex 
cenre Erysipelothriz. Récemment Prévot a adopté une classification voil- 
sine, Listeria Pirie genre VJ de la famille des Bacteriacex, Erysipelothriz 
Rosenbach genre VI de la famille des Actinomycetace. 
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G’est qu’en effet on observe d’assez nombreuses ressemblances rela- 
tives 4 la morphologie des germes, a l’aspect des colonies, aux carac- 
téres culturaux et métaboliques. Elles ont justifié l’importante étude 
de Mary Barber (2), dans laquelle les éléments de discrimination ont 
été recherchés systématiquement. Ce serait essentiellement : l’absence 
de parenté antigénique, le pouvoir pathogéne exp¢érimental différent, 
en particulier sur le cobaye et le pigeon. On pouvait penser en outre 
que la recherche de la mobilité (3) devait permettre de distinguer 
rapidement les Erysipelothriz des Listeria. Mais il arrive que ces der- 
niers paraissent immobiles aprés développement 4 37°, alors que !es 
mouvements sont nets si le germe a été cultivé & 22°, 25°, d’ot. une 
possibilité d’erreur, du moins & un moment ot l’on n’a pas effectué 
l’étude immunologique et celle du pouvoir pathogéne. 

Comme ces derniéres demandent un certain temps, des sérums spé- 
cifiques ainsi que des animaux dont tous les Jaboratoires ne peuvent 
toujours disposer, nous avons cru de quelque intérét de rapporter les 
résultats de l'étude comparée du comportement des Erysipelothria ct 
des Listeria sur milieu a l’esculine-citrate de fer. 

Au cours d’une étude sur les Listeria faite 4 propos d’un germe dont 
les caractéres ont été précédemment étudiés, nous avons constaté, en 
effet, que les Erysipelothriz ne modifiaient pas le milieu tandis que 
les Listeria le noircissement (4, 5). Lorsque l’ensemencement est fait en 
déposant quelques gouttes de culture liquide sur un culot du milieu 
i Vesculine et en tragant quelques stries entre celui-ci et la paroi du 
tube, et si l'on a soin de mettre Je tube dans une cuve d’eau a 87° 
placée dans une étuve 4 la meme température, le noircissement se 
produit habituellement en trois & quatre heures. 


Nous avons procédé a cette recherche avec les souches d’Erysipelothriz 
suivantes : 8 souches provenant du Laboratoire du professeur Legroux, 
& VInstitut Pasteur de Paris, et éliquetées « Petit», Rinjard», « Gri- 
gnon », « Mouton ». « Toulouse », « Aynaud » 666, 679 et 740. Une souche 
A 553, provenant de l'Institut de Bactériologie de Lausanne (professeur 


(2) M. Barger, J. Path. a. Bact., 1939, 48, 11. 


(3) Nous avons cherché a mettre en évidence celte mobilité en utilisant 


un milieu du type de celui proposé par Tissler et Sandholzer, et employé 
en particulier pour le diagnostic des Entérobactéries. Aprés seize a vinet 
heures A 37°, toutes les Listeria ont donné un résultat positif sauf lune 
dentre elles (LH) qui au microscope se révélait non mobile & 37° mais 
était A 22°, Elle a donné en milien de mobililé un résultat nettement 
positif dans le tube Jaissé A 22° et trés Iégerement positif A 87°. Tl y a 
done eu une concordance parfaite. On pourra en tenir compte dans la 
pratique. 

(4) On sait que certains germes dédoublent lesculine en glucose et escu- 
létine. L’esculétine donne avec le citrate de fer une réaction aboutissant 
au noircissement du milieu. Ce phénoméne vu par Harrison et Van der 
Leck pour le colibacille a été étudié trés complétement par Rochaix et 
Sarda. On trouvera tous les détails de ces recherches dans la These de 
Sarda, Lyon, 1947, Editions du Service photographique de l'Université. 

(5) Nous avons eu connaissance, postérieurement A nos essais, de ce que 
M. Cotoni avait observé le dédoublement de l’esculine par une Listeria 
identifiée longtemps aprés son isolement. Cette constatation initiale mérife 
détre signalée (voir ci-dessous : Remarque de M. Cotoni). 


a 
} 
; 
4 
a 
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Hauduroy). Deux souches isolées par M. Paille, & l'Institut Merieux, soit 
au total 11, dont aucune n’a modifié le milieu. , 

En ce qui concerne les Listeria, 3 souches ont été ensemencées par nous : 
une (L P) provenant de la collection du professeur Legroux ; une (LH) nous 
avait été obligeamment remise par M. Lavergne (elle avait été isolée chez 
un homme atteint de méningite : cas Harvier, Lavergne et Claisse) ; une 
nous avait été envoyée par l'Institut Lister (éliquetée Erysipelothriz mono- 
cytogenes 2166). Elles ont toutes provoqué Je noircissement du milieu. 
M. PitcHaup a bien voulu nous communiquer le résultat de constatations 
identiques faites sur 3 autres souches étudiées au laboratoire du professeur 
Dumas, soit au total 6 Listeria. 

La souche L 26, dont nous avons rappelé les caractéres (voir note précé- 
dente) a également noirci le milieu a Vesculine et cette constatation a 
contribué 4 nous faire classer cette bactérie dans le genre Listeria. Mais 
il convient de remarquer que le noircissement était relativement lent (début 
partiel aprés cing a six heures et noircissement total a la vingt-quatriéme 
heure seulement), alors que les Listeria pathogénes donnent une teinte noire 
intense et totale en quelques heures, On peut se demander s'il y a un 
parallélisme entre Vintensité du noircissement et le pouvoir pathogéne. 


En résumé. — Nous avons constaté que 11 souches d’Erysipelothriz 
rhusiopathiae (ou Rosenbach) n’ont pas modifié le milieu de culture 
a l’esculine-citrate de fer sur lequel elles étaient ensemencées, alors 
qu’il a pris rapidement une teinte noire intense aprés culture de 
7 souches de Listeria. 

Si de nouveaux contrdles confirment ces premiéres observations, un 
nouvel élément de différenciation s’ajoutera aux caractéres qui per- 
mettent de distinguer ces deux genres bactériens et fournira une 
méthode simple et rapide de diagnostic bactériologique. 


M. Cotoni : M. Sohier insiste 4 juste titre sur les difficultés signalées déja 
par Barber (1939), a propos du diagnostic différentiel des Hrysipelothriz et 
des Listeria. Rappelons que le méme probleme s'est posé dés Vorigine. Un 
échantillon microbien Listeria « avant la lettre », avait été trouvé dés 1919 
par notre regretté collégue, le Docteur J. Dumont, dans un liquide céphalo- 
rachidien de méningitique et étudié par nous-méme, en 1921, sous le titre : 
«Bacille semblable au bacille du rouget du porc, rencontré dans le liquide 
céphalo-rachidien dun méningitique » (1). Reprenant, plus de vingt ans 
apres, Pétude du méme échantillon (2), conservé in vitro, nous pouvions 
affirmer sa mobilité, méconnue lors de lisolement et identifier aux germes 
décrits entre nos deux publications par Murray, Webb et Swann en 1926 sous 
le nom de Bacterium monocytogenes et par Pirie, en 1927 sous les noms 
successifs de Listerella hepatica et Listerella monocytogenes. Dans Vétude 
des caractéres de notre échantillon (1941), figurait aussi le dédoublement de 
Vesculine, auquel M. Sohier attache une certaine importance pour diffé- 
rencier les Listeria, suivant la dénomination actuelle. 


(1) J. Dumonr et L. Coronr, ces Annales, 1921, 35, 625. 
(2) L. Coronr, ces Annales, 1942, 68, 92. 
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APPLICATION DE LA TECHNIQUE DE ROBINOW 
A LA COLORATION DES SPORES BACTERIENNES 


par RAYNAUD et P. ANDRE. 
! 


L’existence d’un noyau chez les bactéries est restée longtemps dou- 
teuse malgré de nombreuses recherches. Les images publiées man- | 
quaient de netteté, en raison d’une part de Vexiguité de la cellule 
bactérienne et d’autre part de l’imperfection des méthodes de colora- 
tion. Robinow (1) a perfectionné certaines ‘techniques employées anté- | 
rieurement et a obtenu des images trés démonstratives qui éta- 
blissent l’existence chez les bactéries d’un organite analogue au noyau 
des cellules des organismes supérieurs. La technique de Robinow 
consiste Ad colorer au Giemsa les bactéries préalablement soumises a 


N ; : 
hydrolyse par une solution d’HCl re d 60° pendant dix minutes. 


D’aprés Vendrely et M"° Lipardy (2) Vhydrolyse chlorhydrique a pour 
effet d’éliminer les ribonucléoprotéines cytoplasmiques tout en res- 
pectant les désoxyribonucléoprotéines du noyau. Sur cette base, 
-Tulasne et Vendrely (8) ont décrit une nouvelle méthode de colora- 
tion du noyau ou lhydrolyse chlorhydrique préalable est remplacée 
par une hydrolyse enzymatique par la ribonucléase. Il faut d’ailleurs 
remarquer avec ces auteurs et avec Peshkoff (8 bis) que si les noyaux 
ne sont visibles sur les cellules jeunes qu’aprés hydrolyse acide ou 
enzyinalique préalable, sur les cellules bactériennes plus agées le 
noyau est souvent visible sans hydrolyse. L’interprétation des images 
obienues par coloration directe au Giemsa sans hydrolyse préalable 
est cependant toujours délicate, en particulier chez les-bactéries qui 
présentent des granulations métachromatiques. [Ces derniéres seraicnt 
constituces d’aprés Wiame (4) et Lindegren (5) par de l’acide méta- 
phosphorique polymérisé en combinaison organique, et non par des 
acides nucléiques]. 

Quelle que soit linterprétation chimique de la méthode de Robinow, 
elle permet de mettre en évidence les formations nucléaires des bac- 
téries. Robinow a publié de tres belles photographies de noyaux & 
Vintéricur des spores bactériennes. Nous avons pensé utiliser sa technique 
pour la mise en évidence systématique des spores chez les bactéries. 
On sait en effet que dans le systéme de classification de A. R Prévot (6) 


(1) Rosiwow, Proceed, Roy. Soc. Biol., 1942, 130, 299; J. Hyg., 1943, 43, 
415 ; Addendum au livre de R. Dusos, The Bacterial Cell (1944). 

(2) VenpRety et Mie Liparny, C. R. Acad. Sei., 1946, 223, 342. 
(3) TuLasne et Venprery, Nature, 1947, 4160, .225, 
(3 bis) Pesnxorr, Am. Rev. Sov. Med., 1945, 2, 342. 
(4) \VWiAME, Bull. Soe. Chim. Biol., 1946, 28, 552. 
(5) Linpecren, Nature, 1947, 459, 63. 


(6) A. Re Privor, Manuel de Classificalion des bactéries anaérobies, 
Masson, édit., 1940. 
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la position de la spore joue un rédle important. Il est donc trés utile de 
pouvoir reconnaitre cette derniére sans ambiguité sur les préparations. 


° 


oe 


. 


Fie. 4. — Spores libres de Cl. sporogenes. a) Colorées directement au Giemsa. 
6) Colorées par la technique de Robinow. 


Fic. 2. — Spores libres et spores intrabacillaires terminales de Plectridium 
tetani. a) colorées directement au Giemsa; 6) colorées par la technique de 
Robinow. 


Nous avons apporté quelques modifications de détail 4 la technique 
de Robinow. Les bactéries sont étalées de fagon ordinaire si on a & 
faire X} une culture en milieu solide. Pour les cultures en bouillon, 
il est préférable de centrifuger préalablement et d’effectuer l’étalement 
avec le culot. On peut fixer, soit a l’alcool, soit aux vapeurs d acide 
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osmique, soit au liquide de Chabaud (7) recommandé par Tulasne et 
Vendrely (3). On fait toujours 2 lames: l’une est colorée directement, 
: F A ; N 
l'autre apres séjour pendant dix minutes dans un bain d’HCl + a 
60°. La coloration peut é¢tre faite au Giemsa habituel. Nous avons pré- 
féré, pour des raisons d’économie, employer une solution préparée ex- 
temporanément, d’aprés la technique initiale de Giemsa (8). Le bain 
colorant a la composition suivante : 


Solution aqueuse de bleu azur 11 de méthyléne & 0,20 p. 100. 15 em* 


Solution aqueuse d’éosine (ou mieux d’érythrosine) A 
04 Opie 0 area os tage rece xe s¥ Gees. eee. B'S ene 


M < 
Tampon phosphate m7 6. DH... Wer ates ire ot oo tanPist at te 70 em’ 


On peut préparer des volumes importants de ce colorant, qui est 
bon marché, et effectuer la coloration dans des cuves & rainures, les 
lames étan't placées verticalement. On éyite ainsi la formation de 
précipité. Or laisse trente & quarante-cinqg minutes et on lave. Le 
bain colorant ne se conserve pas au dela de douze heures. 

Appliqué a diverses especes bactériennes, en particulier a Sphe- 
rophorus funduliformis, cette technique nous a permis de mettre en 
évidence leurs fonctions nuCléaires. Chez les anaérobies des genres 
Clostridium et Plectridium, nous avons pu colorer ainsi les spores de 
facon trés simple. 

Alors que Ja spore, sur les préparations non hydrolysées, ne se 
laisse apercevoir que par son contour déformant le bacille ou par 
son épiplasme coloré, aprés hydrolyse elle apparait entiérement colorée 
sur le fond pale du corps bactérien. Par ailleurs, on ne reconnait avec 
certitude, sur une préparation ordinaire, que les spores déja assez 
deées qui déforment le corps bacillaire. Tandis qu’avee la technique 
de Robinow, les spores sont visibles méme au début de leur formation 
i Vintérieur du bacille, si bien que le nombre des bactéries sporulées, 
sur une préparation donnée, parait beaucoup plus élevé, ce qui facilite 
leur recherche. 


(Institut Pasteur, Laboratoire des Anaérobies. Service du D® Priyor.) 


NOTE SUR LE POUVOIR AMMONIFIANT DES SABLES 
DE LA CAMARGUE 


par R. CHALAUST. 


Dans le cadre d’une étude sur les caractéres de la microflore des sols 
de la Camargue et sur les grandes fonclions géo-biologiques qui en 
dépendent : fixation d’azote, ammonification, nitrification, cellulolyse, 


(7) CuaBaup, ces Annales, 1942, 68, 106. 
(8) Giemsa, Zentralbl. Bakt., 1902, 34, 429; 1902, 32, 307. 
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nous avons étudié ici le cas partculier de 1’ammonification, c’est-d-dire 
ja transformation progressive des matiéres organiques azotées en ammo- 
niac par la flore totale du sol. 

Nous avons effectué ce travail sur 7 échantillons de sable éolien 
de Camargue ; ceux-ci ont pour origine un remaniement, par le vent, 
du limon fondamental. : 

Ces échantillons de sable calcaire ont été prélevés dans la région 
d’Aigues-Morte, Le Grau du Roy, et proviennent de terrains placés dans 
des conditions cecologiques variées : 

Des sables de vignobles n’ayant subi aucun amendement depuis 
1940, sable de foréts de pins, sable de terrain inculte du bord 
de la mer, sur lequel ne poussent que quelques plantes xérophytes, 
sable de terrains situés au-dessous du niveau de la mer et périodique- 
ment immergés. 

Le fait que ces terrains n’ont recu aucun amendement, depuis 1940 
au moins, crée des conditions trés favorables pour cette étude. 

Sur ces 7 échantillons, nous avons dosé : 

1° Le calcaire, sous forme de CaO par précipitation & l’oxalate d’am- 
monium et calcination; 

2° Le phosphore assimilable sous forme de P,O; par la méthode de 
Schloescing de Sigmond; 

38° L’azote, par la méthode Kjeldahl ; 

4° Le chlore, par l’épuisement de l’échantillon a4 l’eau et titrage 
du filtrat par le nitrate d’argent en présence de chromate de 
potassium; 

5° Dosage du carbone par la méthode Nardo (1); 

6° Le dosage de l’-humus par la méthode d’oxydation permanganique. 


‘s) Ss S| 28 0S Ss S 
S\ 5422 | 22 | SE 1 SE | of 
5 5 © = ae a oe 
Zn a a oy ms ay & 
baa eres s ‘ 4 05053) 0579" 183 BO (4095152 8,2 

Prés dAigues-Mortes. | 5 100301 4 00 1/07 173, «4 

Sables de | 4 : 
vignobles. Domaine des Sablons.} 3 | 0,012] 0,39 | 1,35 | 41,92 | 158 5,4 
Le Grau-du-Roy ..| 7 | 0,044] 0,27 | 0 1503) SENG, Ol 140 

Sable de forét. Domaine des Sablons.| 4 | 0,047] 0,70 | 2,30 | 0,492} 435 |11 
‘able dubord dejamer.| Le Grau-du-Roy...| 6 | 0,020} 0,52 } 0 0,73 | 182 4,38 


5 Le Grau-du-Roy pres : 
Sable, sale. du «Sémaphore» .| 9 | 3,49 | 0,40 | 0 6,855 142 | 7 
| 


eee eee 


Nous constatons, d’aprés ce tableau, que le substrat minéral de ces 

: : ae 

sols est A peu prés le méme pour tous les échantillons, mais qu ils 
différent sensiblement par leur teneur en humus et en azote, cest- 


(1) V. Narpo, Ann. agr., 1939, 9. 


~~ 
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a-dire qu’il s’agit de terrains 4 des stades variés de leur évolution 
eéobiologique. 

Nous avons choisi, pour étudier l’ammonification, la technique de 
Pochon et Tchan (2) en employant comme substance azotée la poudre 
de sang, 4 la concentration de + p. 1.000. 

L’ammoniac dégagé est capté par de l'acide sulfurique N/50 et titre 
en retour par NaOH N/50 en présence d’alizarine sulfonate de soude. 

Le dosage de l’ammoniac dégagé est effectué toutes les vingt-quatre 


Ln 70) 0) ENG NSN 
Ml 2. wees 


Ag. 0& SABLE 
bs bu 
ou Oo 


s 


EGAGE PAR 


N oa 
SR Ae 
it. .O So £Orm Ose 


i teks 4. SS Go -7 18" Seen a2zeis 
JOURS 


heures et nous permet 1’établissement des courbes de dégagement en 
fonction du temps. 

La technique d’impression sur lame nous renseigne sur la diversilé 
et l’évolution de la flore microbienne 4 chaque point des courbes d’am- 
monification. 

L’examen de l’ensemble des résultats (voir le tableau ci-contre) 
montre de facon évidente que: 

1° La quantité totale d’ammoniac dégagé est d’autant plus grande 
que la teneur en humus est plus faible. 

2° La marche du dégagement d’ammoniac est sensiblement iden- 
tique dans tous les essais. (Voir courhes). 

8° La teneur en sel des échantillons n’influence pas le processus 


(2) Pocnon et Toman, ces Annales, 1947, 73, 696. 
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NH® roran 
dégagé 
NUMERO Milligrammes 
par kilogramme 
de terre 


140 
124 
278 
339 
399 
406 


440 


Sable non salé. . .. 


36 
00 
30 
135 


3 
3 
2 
ul 
0 
0 
0 


Sable salé 


d’ammonification; les terrains périodiquement immergés ayant une 
teneur en humus nulle ou trés faible, dégagent, en présence de poudre 
de sang, une quantité d’ammoniac A peu prés égale aA celle que donne- 
rait dans des conditions identiques un échantillon de sable non salé. 
4° Pour ces 7 échantillons, il n’y a pas de rapport apparent entre 
l’ammonification et la flore de surface. 

5° L’examen des lames colorées (technique d’impression sur lame) 
permettant de suivre 1’évolution de la micro-flore au cours de l’ammo- 
nification, montre, pour les sables peu humifiés, une micro-flore peu 
variée, mais abondante, alors que celle-ci est beaucoup plus variée pour 
les sables humifiés. 

D'une fagon générale, nous avons remarqué, au cours de |’évolution 
de la micro-flore ammonifiante, une forte prédominance des formes 
en coccus et en badtonnets courts groupés en colonies nombreuses. 

Par contre, les champignons sont rares, sauf dans le cas du sable 
salé ot ils apparaissent vers le dixitme jour. 

Le fait que nous retrouvons dans le cas de sables caleaires de la région 
méditerranéenne un dégagement d’ammoniac inversement proportion- 
nel a la quantité d’humus, vient confirmer et compléter les observa- 
tions identiques de Pochon, Tchan, Chalvignac et Chalaust (8) sur les 
processus d’ammonification dans différents sables siliceux plus ou 
moins humifiés de l’Oise. Il semble donc s’agir 14 d’une loi assez 
générale sur les rapports des processus d’ammonification et d’humifi- 
cation dans les terrains sableux. 


Conciusions. — Nous conclurons en retenant que: 

1° Le dégagement d’ammoniae au cours de l’ammonification dans 
les terrains sableux est d’autant plus accentué que la teneur en humus 
est plus faible; 

2° Que la micro-flore ammonifiante existe aussi bien dans les sables 
peu humifiés que dans les sables trés humifiés, mais qu'elle différe 
au point de vue morphologique; 

8° Que l’ammonification parait indépendante de la flore dans l!es 
échantillons étudiés; 


(3) Pocnon, Touan, Cuatvicnac et Cuataust, ces Annales, 1947, 73, 1116. 
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4° Que les sables salés ont un pouvoir ammonifiant idenlique aux 
sables non salés. 


(Laboratoire de Zoologie de VE. N. S. [M. R. Levy] et Institut Pasteur, 
annexe de Garches |M. Pocnon].) 


METHODES DE TITRAGE DE LA PENICILLINASE 


par Francoise GRUMBACH et Frernanp BOYER. 


Au début de nos recherches sur la pénicillinase, nous avons employé 
la méthode classique des dilutions. On prépare des tubes contenant 
5 cm de milieu de culture et des quantités variables de pénicilline; 
on ajoute une quantité fixe de pénicillinase; on ensemence avec une 
goutte d’une culture de vingt-quatre heures de staphylocoque doré 
(dilution finale 10—*) et on lit les résultats au bout de vingt-quatre ~ 
heures. Le dernier tube dans lequel pousse le staphylocoque indique 
le nombre d’unités de pénicilline qui ont été neutralisées par la quan- 
tité fixe de pénicillinase qu’on a introduite, 0,05 cm* (1). Nous exprimons 
le titre de la pénicillinase par le nombre d’unilés de pénicilline inac- 
tivées par 0,05 cm de filtrat dans 5 cm® de milieu de culture (2). 

Ayant obtenu des pénicillinases d’un titre trés élevé (jusqu’a 20.000 
unités inactivées par 0,05 cm® de filtrat), il nous a fallu utiliser des 
quantités considérables de pénicilline pour nos titrages. 

Nous avons cherché une méthode qui puisse nous donner ces mémes 
indications en n’utilisant que de faibles quantités de pénicilline. Nous 
avons dilué les pénicillinases avant de les titrer, mais nous nous sommes 
rapidement tendu compte qu’il n’y avait aucune proportionnalilté 
entre le chiffre de la dilution et la quantité de pénicilline inhibée. 
C’est pourquoi nous avons eu ]’idée d’appliquer la méthode de diffusion 
dans la gélose, au titrage de la pénicillinase. Le principe de ce dosage 
est trés simple : dans des boites de Petri, on mélange Ja pénicilline a la 
gélose, on ensemence avec du staphylocoque; celui-ci me pousse pas. 
Si l’on met de la pénicillinase dans les cylindres, celle-ci diffuse, 
inactive la pénicilline, et le staphylocoque pousse autour des cylindres. 

Nous procédons de la fagon suivante : 

On coule dans des boites de Petri 20 cm* de gélose A 15 p. 1.000, 
a laquelle on incorpore 2 unités de pénicilline (soit 0,1 U. O. par centi- 
métre cube de gélose). Aprés solidification du milieu, on ensemence 
ces boites comme pour les dosages Heatley avec du staphylocoque doré 
et on dépose a la surface les petits cylindres. Dans ces cylindres, on 
met les pénicillinases a titrer et on emploie comme étalon une péni- 
cillinase de titre connu (titre déterminé par la méthode des dilutions). 
On met vingt-quatre heures a |’étuve a 37°, A l’inverse de la méthode 


(1) Nous avons renoncé & employer les pipettes compte-goultes pour 
les titrages de pénicillinase en raison des erreurs considérables qu’on 
obtenait ; nous mutilisons plus que les pipettes graduées a 0,01 cm, 

(2) Tous nos titrages ont été faits avec des fillrats de cultures de 
B. subtilis Ungar. 
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Heatley pour doser la pénicilline, on obtient, aulour des petits cylin- 
dres, des zones circulaires trés régulitres de culture de staphylocoque, 
d’autant plus grandes que la pénicillinase est plus active, tandis que 


Fice 1. — Titrage d’une pénicillinase. (Dilutions : 4, 1/2, 1/5, 1/40, 4/20.) 


20 


19 (OY Las. 3 Ee a Se ern 

20; 1000 6000 19.000 20.000 

109 UNITES DE PENICILLINE INACTIVEES PAR 
o°7"05 DE PENICILLINASE 


DIAMETRE EN mM. DES CERCLES DE CULTURE 
a 


F 


Q 


. 2. — Courhbe de titrage de la pénicillinase. 


tout le reste de la boitte reste inhibé (fig. 1). La pénicilline contenue 
dans la gélose a inhibé le staphylocoque, tandis que la pénicillinase des 
cylindres a inactivé la pénicilline et permis au staphylocoque de se 
développer. Le diamétre des cercles de culture permet d’apprécier le 
titre de la pénicillinase par rapport au diaméire des cercles de pénicil- 
linases de titre connu. 

Nous avons pu établir une courbe avec des pénicillinases de titre 
connu allant de 100 A 20.000 unités. L’allure de la courbe (fig. 2) est 
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comparable & celle de la pénicilline, elle s’aplatit progressivement au- 
dessus de 10.000 unités, par conséquent elle n’est réellement et effec- — 
tivement applicable qu’entre 0 et 10.000 unités ; c’est pourquoi, pour 
les pénicillinases de titre élevé, il est nécessaire de faire une gamme 
de dilutions (1/2, 1/5, 1/10) : 

Comme nous l'indiquions précédemment, la nature vraisemblable- 
ment enzymatique de la pénicillinase fait que, par des dilutions, on 
n’obtient pas une action proportionnelle sur la pénicilline. Nous avons 
pu cependant, par des titrages comparatifs, établir un coefficient cor- 
respondant aux différentes dilutions, c’est ainsi que, em moyenne, pour 
une dilution au 


1/2 il faut multiplier le titre par 3. 

4/5 il faut multiplier le titre par 20. 
4/10 il faut multiplier le titre par 400. 
4/20 il faut multiplier le titre par 5.000. 


On obtient ainsi, avec 2 unités seulement de pénicilline, le titre d’une 
pénicillinase, tandis qu’avec la méthode des dilutions, il nous fallait 
employer de 100 4 200,000 unilés par titrage. 

Un autre grand avantage de cette méthode, c’est de pouvoir titrer 
directement les milieux de culture contenant de la pénicillinase sans 
avoir besoin de les filtrer préalabement, Les germes ne diffusent pas dans 
Ja gélose et la zone de culture du staphylocoque est identique avec un 
méme jus, filtré ou non (A condition toutefois que la filtration ait été 
-faite dans de bonnes conditions et n’ait pas retenu de pénicillinase). 

Ceci permet de prélever fréquemment et A n’importe quel moment 
une trés petite quantité de jus de culture et de le titrer immédiatement. 
On peut ainsi aisément suivre et contréler la production de pénicil- 
Jinase. 


RESULTATS D'UNE ENQUETE EPIDEMIOLOGIQUE 
COMPORTANT PLUS DE 300 COPROCULTURES 
DANS LA REGION DE L'OUEST 


par B. MAUPIN. 


Dans le courant du mois de juin 1947, il nous a été demandé de 
procéder au dépistage de porteurs de germes intestinaux dans la 3° 
Région. En l’absence d’épidémie déclarée dans la collectivité militaire, 
cette enquéte rentrait dans le cadre de mesures prophylactiques géné- 
rales, motivées par l’approche de Ja saison chaude. Elle concernait les 
cuisiniers et serveurs de diverses formations et de toutes origines, 
groupant avec les militaires du territoire un important personnel civil, 
des Nord-Africains et de nombreux prisonniers allemands. Signalons 
tout de suite que nous n’avons pas observé de différences sensibles 
dans Ja flore intestinale suivant l’origine ethnique. 

Les échantillons de selles, adressés par planton ou par vole postale, 
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étaient ensemencés immédiatement en milieu liquide d’enrichissement 
de Muller-Kaufmann. Isolement (aprés dix-huit heures d’étuve en 
moyenne) sur gélose au vert brillant de Kristensen. Identification des 
colonies suspectes par repiquage sur milieu de Hajna; puis épreuve a 
Vaide des sérums agglutinants polyvalents E A B G de 1’Institut Pas- 
teur. Eventuellement : 

Galeries sucrées ; 

Epreuves d’agglutination classique ; 

Identification antigénique (ampoules aimablement adressées par lc 
Service de M. Bonnefoi). 

Enfin, les sujets suspects ont fourni du sérum pour séro-réaction de 
Widal et séro-diagnostic qualitatif. 

Au total, 315 selles ont été ainsi examinées, donnant 3 résultats 
positifs, tous trois chez des prisonniers allemands : 

a) Souche 50: Vol... Paratyphique B authentique, identifié sur lame, 
agglutiné au 1/51.200 par un sérum expérimental de collection. 

Formule antigénique : I, IV-V; b — 1,2. 

b) Souche 55: Sch... Paratyphique B également typique, identifié sur 
lame, agglutiné au 1/25.600 par un sérum expérimental. 

Formule antigénique : IV, V; b — 1,2. 

c) Souche 10: Dus... Paratyphique C. Germe identifié par agglutina- 
tion sur lame. Caractéres biochimiques voisins de ceux des> para- 
typhiques B, avec production d’H?S. 

Identification antigénique : réponse franche au sérum anti-VI-VII. 

Le germe ayant pris trés vite les caractéres « R» , n’a pu faire l’objet 
d’autres études. Nous croyons pouvoir le considérer comme un para- 
typhique vrai plutét que comme un Kunzendorf. 

Les données sérologiques sont résumées dans Je tableau suivant : 


A. VOL... Qualitatif .| 0 100 | 100 | 0 {<4100} 800 0 0 
Widal. . . 100 0 1.600 0 
B. SCH... Qualitatif .| 0 400 0 0 |<100} 800 0 0 
Widal. . . 0 0 400 0 
C. DUS... Qualitatif .} 0 |} 100 0} 0 0} oO} 400 | 0 
Widal. . . 100 0 0 0 


se ” ven ee : , 


Vol... avait recu en Aotit 1944 3 injections de vaccin anti-typho-para- 
typhiqtie et anticholérique allemand (doses : 0,5-1,0 et 1,0 cm’). Sch... 
avait recu en octobre 1944, puis en novembre 1946, le méme vaccin ct 
les mémes doses. 

Nous n’avons pas de renscignement sur les vaccinations de Dus... 

Ajoutons que le sérum dé Vol... agglutinait son propre germe au 
1/6.400, tandis que Sch... agglutinait son germe au 1/400. 

Pour ces deux porteurs, nous regrettons de n’avoir pas pratiqué 
le séro-diagnostic BO 4 un taux inférieur au 1/100. Par contre, le taux 
des agglutinations H était trés élevé. Il était permis de soupconner 
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une infection récente. Or, voici l’histoire clinique, telle que les méde- 
cins de la formation nous l’ont fait connaitre. 

Les antécédents de Sch... étaient négatifs, en dehors d’un syndrome 
dyspeptique actuel. 

Mais Vol... avait été soigné en mai 1947, soit le mois précédant 
Venquéte, a l’infirmerie de son camp, pour « maladie avec forte tem- 
pérature, ayant duré quatre semaines : paratyphoide probable ». 

Quant 2 Dus..., il mentionne un épisode dysentérique non sanglant, 
indéterminé, en novembre 1942, prés de Stalingrad. 

Ces trois sujets furent éliminés des cuisines, et mis en observation 
dans un hdpital voisin de Rennes, pour y subir en principe un traite- 
ment par la sulfaguanidine. Entre le 15 et le 30 juillet, les coprocultures 
de contréle furent négatives, pour Dus... & 4 reprises, pour Sch... a 
2 reprises. Seul, Vol... demeura constamment porteur (9 examens posi- 
tifs du 15 juillet au 1° septembre 1947). 

Si ’enquéteur a eu Ja main heureuse, ce seul fait nous permet de 
conclure 2 l’ulilité de telles enquétes, appliquées systématiquement au 
personnel des cuisines. Elles seraient indiquées, notamment, au 
moment de l’embauchage, et pourraient étre répétées périodiquement. 


(Travail du Laboratoire Régional de Baclériologie Sacquépée, a Rennes, 
en liaison avec le service de M. Bonnerot.) 


MISE EN EVIDENCE, DANS LE JAUNE D’CEUF 
DE FACTEURS DE CROISSANCE 
POUR CERTAINS MICROBES 


par J. SOLOMIDES. 


Besredka et Jupille (1) ont déji montré que Je bouillon & l’ceuf cons- 
tituait un excellent milieu de culture et de conservation pour les 
microbes les plus divers dont le staphylocoque, le pneumocoque, le strep- 
locoque, lé colibacille et le bacille tuberculeux. Puis Besredka (2) 
et plus tard F. Van Deinse (3) ont établi que le jaune d’ceuf dans l’eau 
distillée alcalinisée (milieu de Besredka) constituait un trés bon milieu 
de culture pour le bacille tuberculeux. Nous nous sommes demandé si 
V’excellente valeur nutritive du jaune d’ceuf pour divers microbes n’était 
pas due, tout au moins en partie, a des facteurs de croissance et nous 
nous sommes appliqué a les mettre en évidence pour un certain nom- 
bre de germes (staphylocoque, streptocoque, pneumocoque, colibacille, 
Bacillus subtilis et bacille tuberculeux). : 

A cet effet, deux types de bouillon ordinaire contenant 1/100 et 
1/1.000 de milieu de Besredka, ce qui fait 1/2.000 et 1/20.000 de jaune 


(1) Besrepxa et Juritte, ces Annales, 1913, 27, 1009. 
(2) Besrenka, ces Annales, 1921, 35, 291. 
(3) F. Van Dense, ces Annales, 1937, 59, 467, 
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d’ceuf respectivement, ainsi que deux tubes témoins sans jaune d’ceuf 
ont été ensemencés, chaque fois, avec des quantités trés faibles d’ino- 
culum, variables avec les microbes étudiés. Les résultats ont été régu- 
liérement enregistrés au bout de cing A sept heures et de vingt a 
vingt-deux heures d’étuve. Nous n’avons tenu compte que des résul- 
tats nets observables 4 l’ceil nu, ne nécessitant pas l’emploi de méthodes 
turbidimétriques. 

Pour le staphylocoque, les meilleurs résultats ont été obtenus avec 
des cultures de vingt-quatre heures diluées dans Je bouillon ordinaire 
a 1/500 et réparties A raison de 0,1 cm® par tube de milieu de culture. 
On observe, dans ces conditions, au bout de sept heures environ, un 
début de développement dans le bouillon contenant 1/2.000 de jaune 
d’ceuf, alors que Je bouillon ordinaire contenant 1/20.000 de jaune 
d’ceuf, ainsi que les deux tubes témoins sans jaune d’ceuf restent 
clairs. A la vingt-deuxiéme heure, le développement est abondant dans 
le bouillon 4 1/2.000 de jaune d’cuf, nul ou faible dans le tube conte- 
nant 1/20.000 de ce corps et toujours nul dans les deux témoins sans 
jaune d’ceuf. 

En ce qui concerne le pneumocoque et le streptocoque, nous avons 
entrepris les mémes expériences avec des cultures de ces germes en bouil- 
Jon ordinaire, 4gées de vingt-quatre heures. in ensemencant 0,1 cm? 
de ces cultures dans 4 tubes de bouillon ordinaire (2 4 jaune d’ceuf et 
2 témoins sans jaune d’ceuf) on constate, au bout de vingt-deux heures, 
que les tubes contenant du jaune d’ceuf (1/2.000 et 1/20.000) sont fran- 
chement troubles, alors que les tubes témoins ne présentent qu’un 
faible développement ou sont entiérement clairs. En répartissant 
0.1 cm?* de culture de pneumocoque diluée 4 1/10 dans le bouillon, on 
observe qu’aprés vingt-deux heures, seul le tube de bouillon contenant 
1/2.000 de jaune d’ceuf présente un net développement, alors que Jes 
2 tubes témoins et le tube contenant 1/20.000 de jeune d’ceuf restent 
stériles. 

Des expériences analogues effectuées avec des cultures de colibacille 
el Bacillus subtilis diluées jusqu’ds 1/10.000 n’ont pas donné de résultat 
trés net. De méme, nous n’avons observé aucune action du jaune d’cuf 
sur le développement du bacille tuberculeux en bouillon glycériné. 


Conciustons. — I] semble résulter de ces expériences qu’il existe dans 
le jaune d’ceuf des principes capables d’agir sur la vitesse de croissance 
de certains germes, tels que le staphylocoque, le pneumocoque et te 
streplocoque. Ces principes agissent 4 des dilutions trés faibles, puisque 
en bouillon ordinaire la dilution de jaune d’ceuf capable d’agir sur le 
développement de ces germes peut étre évaluée A 1/2.000 A 1/20.000. 
Des recherches sont en cours en vue d’isoler ces principes. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 
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SUR LA STABILISATION 
DU POUVOIR BACTERIOSTATIQUE DES SAVONS 
DES ACIDES GRAS DE L'HUILE DE FOIE DE MORUE 
ET SUR LEUR MODE D’ACTION 


par J. SOLOMIDES. 


Nous avons déjd signalé que dans certaines conditions bien déter- 
minées (pH élevé : 8,5 4&9, concentration 4 1/10 dans l’eau ou dans 
V’aleool), les acides gras de l’huile de foie de morue sont douéds Vis-a-vis 
de certains germes, et en particulier du streptocoque et du pneumo- 
coque, d’un pouvoir bactériostatique considérable arrétant le dévelop- 
pement de ces germes a des dilutions de 1/90.000.000 et 1/9.000.000.000 
respectivement (1). Au cours de ces expériences nous: avons été frappé, 
ainsi que nous l’avons déja rapporté, par la variation considérable du 
pouvoir bactériostatique des solutions savonneuses des acides gras dé 
l’huile de foie de morue, les solutions concentrées titrant plus fort que 
les mémes solutions aqueuses diluées. De méme, nous avons observé 
que le pouvoir bactériostatique de ces acides était nul dans l’eau pep- 
tonée alors qu’il était considérable en bouillon ordinaire. Afin d’éclaircir 
les questions posées par ces expériences, nous avons admis comme hypo- 
these de travail que les variations du pouvoir antibiotique constatées, 
étaient dues & lhydrolyse des savons alcalins de ces acides gras, hydro- 
lyse d’autant plus accentuée que leur dilution dans l’eau est plus 
grande. Comme suite logique de cette hypothése et dans le but de 
supprimer ou de diminuer cette hydrolyse, nous avons essayé de réaliser 
la combinaison de ces acides gras, acides faibles, avec des bases orga- 
niques faibles, telles que ]’aniline ou la pyridine. 

En ce qui concerne Ja pyridine, nous introduisons 1 cm® de solution 
alcoolique 4 1/10 d’acides gras dans 9 cm. de pyridine, ce qui fait une 
solution pyridinée a 1/100 d’acides gras. Nous chauffons légérement 
jusqu’a 60° environ et nous faisons 4 partir de celte solution des dilu- 
tions dans ]’eau distillée de plus en plus faibles (& 1/1.000 et 1/10.000 
en général). On fait par la suite le tilrage de chacune de ces solutions, 
d’une part, en eau peptonée et, d’autre part, en bouillon ordinaire, On 
observe ainsi que le titre de ces solutions vis-d-vis du streptocoque, le 
germe choisi pour ces expériences, est dans tous les cas le méme et peut 
étre évalué & 1/600.000 environ. Bien entendu, nous nous sommes assuré 
que le pouvoir antistreptococcique trés faible de la pyridine (1/200 a 
1/300) ne peut Ctre tenu pour responsable dés résultats obtenus. 

Quant a l’aniline, nous chauffons lég¢rement 0,2 cm® d’aniline avec 
1 cm* de solution alcoolique 4 1/100 d’acides gras, puis nous y ajoutons 
8,8 cm* d’eau distillée. On a ainsi une solution 4 1/1.000 d’acides gras 
a partir de laquelle on peut réaliser des solutions aqueuses de plus en 
plus faibles (4 1/10.000 par exemple) dont on titre l’activité antistrep- 


(1) J. Sotomini:s et A, Hirscn, ces Annales, 1947, 73, 904. 
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tococcique en bouillon ordinaire et en eau peptonée. Comme dans le cas 
précédent, on trouve ainsi que quelle que soit la teneur en acides gras 
de la solution titrée, son pouvoir bactériostatique est toujours le méme 
et de Vordre de 1/1.000.000. Des titrages des solutions alcoolo-aqueuses 
daniline nous ont montré que cette substance n’est douéé qué d’un 
trop faible pouvoir antibiotique (de l’ordre de 1/2.000 a 1/2.500) pour 
pouvoir rendre compte de ces résultats. 

_ Dans un autre ordre d’idées, nous nous sommes demandé si Jes dou- 
bles ou triples liaisons de certains des acides gras de I’huile de foie de 
morue n’étaient pas responsables de la grande activité antibactérienne 
de ces corps et nous avons été amené & saturer ces acides gras, d’une 
part, par l’hydrogéne et, d’autre part, par l’iode. Nous avons ainsi 
observé que dans le premier cas (hydrogénation) le pouvoir antibiotique 
de ces corps titré suivant les conditions optima indiquées plus haut 
(solution alcoolique 4 1/10 de pH élevé), tombe pratiquement A zéro et 
que dans le deuxiéme cas, il reste 4 peu prés intact. 

D’autre part, étant donné l’action bien connue de certains acides gras 
sur la tension superficielle du milieu et l’action opposante du sérum 
sanguin vis-a-vis des corps tensio-actifs, nous avons titré le pouvoir bac- 
tério-statique de ces acides en présence de sérum de cheval. On oberve, 
dans ces conditions, que tandis qu’en bouillon ordinaire sans sérum, le 
streptocogue ou le pneumocoque sont inhibés 4 des dilutions considé- 
rables (1/90.000.000 et 1/9.000.000.000), en bouillon ordinaire contenant 
1/10 ou 1/20 de sérum, ces mémes germes se développent méme a des 
dilutions relativement faibles (1/9.000). De méme, l’action inhibitrice 
qu’en bouillon glycériné ces acides exercent sur le développement du 
Bacille tuberculeux (2), diparait en présence de sérum a 1/10 ou a 
1/20. Par ailleurs, l’action thérapeutique de ces corps sur des souris 
inoculées avec du pneumocoque s’est montrée pratiquement nulle. 

De méme que le sérum, des quantités trés faibles de milieu de 
Besredka introduites dans le bouillon ordinaire 4 raison de 0,1 cm*® pour 
9 cm? de bouillon, se sont montrées capables de neutraliser enti¢rement 
toute activité antibactérienne des acides gras de l’huile de foie de 
morue. 


Discussion. — Nous avons vu qu’en traitant 4 chaud les acides gras de 
Vhuile de foie de morue soit par la pyridine, soit par l’aniline, on 
arrive a stabiliser le pouvoir bactériostatique de ces corps, de sorte que 
n’importe laquelle de leurs dilutions dans l’eau, titrée en eau peptonée 
ou en bouillon ordinairé, présente le méme pouvoir bactériostatique, ce 
qui n’est pas le cas pour les savons alcalins de ces mémes acides. Il 
semble donc que l’aniline ou la pyridine forment avec ces acides gras 
des savons plus stables, moins hydrolysables en solution aqueuse que les 
savons alcalins de ces acides. C’est, d’ailleurs, hydrolyse de ces savons 
alcalins qui, 4 notre avis, peut rendre compte du fait que ces corps 
sont extrémement actifs en bouillon ordinaire, alors qu’ils ont un pou- 
voir bactériostatique nul en eau peptonée. En effet, il est raisonnable 
@admettre que l’hydrolyse des savons alcalins en bouillon ordinaire 
aboutit A une combinaison entre les acides gras libérés par elle et une 
base organique se trouvant dans le bouillon, base analogue 4a la pyri- 


(2) J. Sorommés et A. Hiksou, Rev. Tub., 1947, 44, 599. 
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dine ou l’aniline. On comprend dés lors qu’en eau peptonée ou en 
milieu de Sauton pour le Bacille tuberculeux (2), milieux d’origine 
différente et ne contenant trés vraisemblablement pas ce principe, 
"hydrolyse des savons alcalins aboutisse 4 Ja libération et a l’insolu- 
bilisation des acides gras avec comme conséquence une perte compléte 
de leur pouvoir antibactérien. 

Nous avons aussi montré que l’hydrogénation fait perdre aux acides 
eras de l’huile de foie de morue leur pouvoir bactériostatique alors que 
leur saturation par l’iode le laisse intact. Ces faits montrent que les 
acides gras non saturés sont bien responsables du pouvoir antibiotique 
des acides gras de l’huile de foie de morue, mais que l’existence de 
doubles ou triples liaisons n’est nullement nécessaire pour que ce pou- 
voir se manifeste, puisque leur saturation par l’iode n’affecte pas ce 
pouvoir. A notre avis, Vhydrogénation fait perdre aux acides gras 
non saturés leur pouvoir antibactérien en augmentant leur point de 
fusion et en diminuant, de ce fait, leur solubilité. On sait, en effet, que 
Vhydrogénation des acides gras non saturés augmente leur point de 
fusion el que, d’aprés A. Hirsch (8) le pouvoir baclériostatique des acides 
gras augmente avec leur indice d’iode. 

Enfin, Vinhibition de l’action antibactérienne des acides gras de 
Vhuile de foie de morue par le sérum pourrait signifier que ces sub- 
stances agissent sur les microbes par simple diminution de la tension 
superficielle du milieu de culture dans Jequel elles se lrouvent. Or, s’il 
en Glait ainsi, d’autres substances tensio-aclives, telles que la lécithine 
et le milieu de Besredka qui en contient, devraient pouvoir renforcer 
Vaction bactériostatique des acides gras de l’huile de foie de morue en 
diminuant encore davantage la tension superficielle du milieu. Or, nous 
avons montré qu’il n’en est yien pour le milieu de Besredka et des 
expériences récentes dues d Alexander ct Soltys (4) montrent qu’on peut 
raisonnablement considérer les modifications de la tension superficiclle 
du milieu contenant des substances tensio-actives antibioliques comme 
la conséquence plutot que comme la cause méme de leur action anti- 
bactérienne. En effet, ces auteurs en mesurant la tension superficielle 
des milieux de culture ensemencés avec des microbes acido-résistants 
et contenant diverses substances tensio-actives, dont l’acide oléique qui 
fait partie des acides gras de l’huile de foie de morue, trouvent que la 
tension superficielle de ces milieux varie avec le temps et que, faible 
au début, elle s’éléve par la suite, ce qui montrerait d’aprés ces auteurs, 
que Ja substance antibiotique et tensio-aclive est adsorbée A la surface 
des bactéries. D’aprés ces mémes auteurs, la diminution de la tension 
superficielle par les substances tensio-actives favoriserait leur propre 
adsorption par les microbes et l’action inhibitrice de la gélose contre 
l’action antimicrobienne de ces substances pourrait ¢tre due A une 
combinaison de ces corps tensio-actifs, non plus avec les microbes, mais 
avec la gélose. A la lumiére de ces travaux, on peut raisonnablement 
conclure que les acides gras de Vhuile de foie de morue sont adsorbés 
par les microbes sensibles dont ils inhibent la croissance, mais que cette 
adsorption n’a pas lieu en présence de grosses molécules colloidales 
(protéines sériques, phospholipides), l’adsorption se faisant, dans ce 


(3) A. Hirscn, C. R. Soc. Biol., 1947, 444, 222. 
(4) Atexanpen et Sourys, J. Path. Bact., 1946, 58, 37. 


’ 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 1 


dernier cas, entre acides gras et molécules colloidales. Par ailleurs, 
Dubos (5) a mis & profit cet effet protecteur des protéines sériques 
contre les effets toxiques des acides gras et en particulier du Tween 80, 
pour constituer un milieu de culture dans lequel le Bacille tubcr- 
culeux pousse en profondeur. 


ConcLusions rr nisumé. — 1° A l’opposé de ce qui se passe avec les 
savons alcalins des acides gras de l’huile de foie de morue, la combi- 
naison de ces acides avec certaines bases organiques faibles, telles que 
T aniline ct la pyridine, donne des savons dont le pouvoir bactériosta- 
lique, quelle que soit leur dilution dans l’eau, reste remarquablement 
le méme, aussi bien en bouillon ordinaire qu’en eau peptonée. La non 
hydrolyse de ces savons de l’aniline et de la pyridine pourrait rendre 
compte de ces faits. 

2° La saturation des acides gras de Vhuile de foie de morue par 
Vhydrogéne semble supprimer le pouvoir antibiolique de ces corps, 
alors que leur saturation par l’iode le laisse intact. Les acides gras non 
saturés seraient donc responsables de l’action antibactérienne des acides 
gras de l’huile de foie de morue, sans que l’existence de double ou 
triple liaison sur leur molécule soit nécessaire & leur activité antibac- 
{érienne. 

3° Certaines substances, telles que le sérum et Je jaune d’ceuf contenu 
dans le milieu de Besredka, inhibent leffet antibiotique des acides gras 
de l’huile de foie de morue et semblent protéger les microbes sensibles 
par adsorption des acides gras. 

4° L’effet protecteur du sérum sanguin s’exerce trés vraisemblable- 
ment in vivo aussi chez la souris inoculée avec du pneumocoque. En 
effet, chez cet animal Je traitement par les savons des acides gras de 
l‘huile de foie de morue s’est montré tout a fait inefficace. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


ACTION ANTI-PENICILLINE DU NUCLEINATE DE SOUDE 
ET COMPARAISON DE SA VITESSE D’ACTION 
AVEC CELLES DES ANTI-SULFAMIDES 
ET ANTI-PENICILLINES CONNUS 


par Micue, FAGUET. 


Certains auteurs (1) ont signalé que l’acide nucléique, constituant 
essentiel de la cellule bactérienne, inhibe l’action antibiotique de la 
pénicilline. En 1941, on avait montré l’antagonisme de |’acide nucléique 
a Végard des dérivés de l’acridine (2). 


(5) R. Dusos et B. Davis, J. exp. Med., 1946, 83, 409. 

(1) K. M. Panparai et M. Grorce, Brit. med. J., 9 aot 1947, 210. Ces auteurs 
nindiquent pas la nature de l’acide nucléique dont ils se sont servis, 

(2) H. Me Travan, Bioehem. J., 194], 35, 131]. 
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Nous avons repris cette étude en utilisant le nucléinate de soude 
extrait de levure (Merck) et nous avons comparé la vitesse d’action de ce 
composé aux vitesses de neutralisation des sulfamides par l’acide 
p.amino-benzoique et de la pénicilline par la pénicillinase. 

Nous avons utilisé plusieurs souches de Staph. aureus [souches 
Londres, Cheftel et 188 (8)]. Ces souches ont été cultivées, soit en 
bouillon de viande glucosé & 0,5 p. 100 ou non glucosé, soit en eau 
peptonée A 8 p. 100, glucosée a 0,5 p. 100 ou non glucosée — et ces 
mémes milieux de culture ont été utilisés dans ces expériences. Elles 
ont été faites, soit dans des séries de tubes a essais de 16 mm. de 
diamétre, soit, lorsqu’elles étaient étudiées au microbiophotométre 
enregistreur (4), dans des cuves & faces paralléles de 50 cm® de capacité. 

Le tableau 1 montre qu’en eau peptonée glucosée le nucléinate de 


Tabteau |. — Activité antipénicilline du nucléinate de soude de 
levure (Merck) sur Staph. aureus (souche Cheftel), cultivé sur eau 
peptonée glucoséé 0,5 p. 100 (culture de vingt-quatre heures). 


A RR RR NR SS NE MAB NN Ne kN NR 


penn MILIEU DR CULTURE proburts AJouTES CROISSANCE (4) 
4. . .|Eau pept. gluc. 0,3 p. 100. Leet ot 

2 F » 0,47 Ui Pi/em® (2). s+ 

3 » 0,47 U.P./om® +4 p. 1.000 fe 

4 » 017 U.P./oms + 4 p. 500. ++ 

5 ) 0,20 U.P./em?. ' a3 ven 

6 ‘ 0)20 UlP-/em® +4 p. 300. tk 


1) Examinée aprés quarante-huit heures. 
2) U.P. = unités Oxford do pénicilline. 


TasLeAu Il. — Méme expérience que celle décrite dans le tabieau I 
Staph. aureus (souche Cheftel) en bouillon glucosé. 


NUMERO ‘ q PRODUITS AJOUTES ABIES ANGE 
MILIZU (40 cm) Aw moment observée 


Wordre de l'’ensemencement apres 
: 48 heures 


Se 


Cee 3ouillon non glucosé. sis Bt 


Se ee Pe Sek 


Load acy , .P./em* +4 p. 
ae ae iP./oms + 4 p. 
4 Semnicintla: U.P./om® + 1 p. 


(3) Ces souches nous ont été obligeamment données ’ 

s i { par M. F. Boyer, du 
Laboratoire de bactériologie du Service de Chimie thérapeutique. a4 
8 M. sie te ae Ind., 1941, n° 898, 102 (Hermann, édit., Paris), — 
1. LAGuET et F. Nirrt, Ces Annales, 1943, 69, 126. — M. Faaue i 
de Méd., 1946, 44, 1135, fa a A ein a aeNe 


\ 


tN eee oe Le, 
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soude, & la dose de 1 p. 1.000, neutralise l’action antistaphylococcique 
(souche Cheftel) de 0,17 unité Oxford de pénicilline par centimétre 
cube de milieu. Dans plusieurs séries d’expériences, nous avons noté 
une activité trés inférieure du nucléinate de soude ct Cans certaines 
séries de cultures sur bouillon non glucosé la reprise de la culture 
a été nulle ou insignifiante. 

Dans une deuxiéme série d’expériences, nous avons enregistré au 
moyen de notre microbiophotométre enregistreur lus courbes de crois- 
sance des mélanges antagonistes : pénicilline-nucléinate de sodium, 
pénicilline-pénicillinase et sulfamide-acide p.amino-benzoique, et nous 
avons comparé les différentes phases du développement des cultures 
ainsi que leurs taux de croissance. 

Les expériences que nous avons réalisées peuvent étre résumécs dans 
les 3 groupes de courbes suivantes : 


PREMIER GROUPE (fig. 1). — Cuve 1 : Culture staphylocogue témoin 
T% 


50 


Fie. 4. 


(souche 133). Milieu : eau peptonée & 3 p. 100 et glucosée d 0,5 p. 100 ; 
pH = 7,6. Ensemencement: 5 = 10° germes par centimétre cube, 
provenant d’une culture de vingt-quatre heures en eau peptonée 
glucosée. 

Cuve 2 : Culture staphylocoque (mémes conditions de culture que 
celles de la cuve 1) + 3 cm? pénicillinase Ungar + 10 Unités Oxford: 
pénicilline, 

Cuve 8 : Culture slaphylocoque (mémes conditions de culture que les 
2 premiéres) + 10 Unités Oxford pénicilline + nucléinate de sodium 
(1 p, 2.000). 

L’examen des courbes de croissance correspondanics, 1, 2, 3 nous 
montre que la pénicillinase ajoutée au moment de l’ensemencement ne 
neutralise pas instantanément l’effet de la pénicilline ; méme en opérant 
avec un grand exces de pénicillinase le temps de latence reste augmenté 
de une a deux heures environ. Nous constatons également un plus grand 
allongement de la phase de latence pour le mélange pénicilline-nucléi- 
nate de sodium, Nous pouvons remarquer d’autre part que le taux de 
croissance pendant la phase logarithmique est le méme dans la culture 
témoin et dans la culture pénicilline + pénicillinase, alors qu’il est 
diminué dans la culture pénicilline + nucléinate de sodium. 


Deuxiime Groupe (fig. 2). — Dans cette série, trois des cuves sur les 
six du microbiophotométre enregistreur ont été utilisées (milieu de 
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culture = cau peptonée a3 p. 100 et glucosée & 0,5 p. 100 — pH = 7,6. 

Cuve 1 : Culture témoin de Staph. aureus (183). 

Cuves 2 et 3: Cultures staphylocoque en présence de 0,2 Us Pe par 
50 cm*. 

A Vinstant B, addition de 1 cm® de pénicillinase 4 la cuve 2. 

L’étude de ces courbes montre que ]’addition de pénicillinase 4 une 
culture contenant une faible quantité de pénicilline permettant encore 
une légére croissance, provoque une reprise de la culture. Il existe une 
légere phase de latence avant la phase logarithmique de la nouvelle crois- 
sance dont le taux n’atteint pas celui de Ya culture témoin (5). 


Th 


2 
HEURES 


° 2 a 6 6 10 12 HEURES 


TroistiMe Groupe (fig. 3). — Cuve 1 : Culture témoin FZ. coli (souche 
Monod) en milieu synthétique pH = 7,4. 

Cuve 2 : Culture FL. coli + p.aminophénylsulfamide (1162 F.) 
+ p.aminobenzoate de soude (ajoutés au moment de l’ensemencement). 

Cuves 8 et 4: Qulture L. coli + p.aminophénylsulfamide (au moment 
de ]’ensemencement). 


A Vinstant A, addition d’un excés de p.aminobenzoate de sodium a 
la cuve 3. 

L’examen de ces courbes montre que l’addition d’un excts d’acide 
paraaminobenzoique 4 une culture inhibée par le 1162 F détermine une 
reprise immédiate (6) de la culture avec un taux de croissance égal a 
celui de la culture témoin. 


La comparaison de ces différentes courbes nous montre des différences 


(5) M. Facuer et P, Nicotie, ces Annales, 1947, 73, 1150. 
(6) F. Nira et M. Facuer, Ces Annales, 1944, 70, 124. 
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importantes dans les vitesses d’action de plusieurs antagonistes de 
activité bactériostatique des sufamides et de la pénicilline. 

, Alors que la reprise d’une culture de I. coli inhibée par le 1162 F est 
immeédiate aprés addition d’acide para-aminobenzoique avec taux de 
croissance égal 4 celui du témoin, celle d’une culture de Staph. qureus 
inhibée par la pénicilline et additionnée d’un exces de pénicillinase ne 
Se produit qu’aprés une phase de latence de quelques heures (une 2 
deux environ). 

Le taux de croissance est alors égal 4 celui de la culture témoin. 

Enfin, lorsque nous remplagons la pénicillinase par le nucléinate de 
soude, la phase de latence est plus longue (quatre A huit heures) et le 
taux de croissance plus faible que dans la culture témoin. 

D’aprés les théories récentes (7), celle de Woods et Fildes (8) suivant 
laquelle les sulfamides agiraient en interférant avec l’acide para-amino- 
benzoique de la cellule bactérienne, n’étant plus considérée comme 
valable, les sulfamides inhiberaient certaines déshydrogénases et 
carboxylases et bloqueraient les réactions enzymatiques libérant 1’énergie 
nécessaire a la croissance (9). 

Les courbes enregistrées nous montrent que l’acide p.aminobenzoique 
doit done avoir une action immédiate sur ces enzymes. 

Pour la pénicillinase et le nucléiate de soude, il n’en est pas de méme. 
Il semblerait que nous assistions 14 4 une adaptation plus lente. Le 
mécanisme d’action du nucléinate de sodium est encore obscur, puisque 
ce cas d’antagonisme ne semble pas pouvoir étre relié, du moins direc- 
tement, a l’activité antipénicilline du groupe sulphydryl, dont les 
recherches récentes (10) ont signalé l’importance dans |’inactivation de 
la pénicilline. 


Résumé. — J] résulte de ces quelques essais, que le nucléinate de 
sodium extrait de levure, montre bien une action antipénicilline pour 
Staph. aureus, cultivé en eau peptonée glucosée, mais que cette action 


‘est parfois faible. 


De plus, la phase de latence des cultures (pénicilline-acide nucléique) 
est plus longue (six a huit heures) que celles des cultures pénicilline- 
pénicillinase (deux heures environ) et des cultures (Z. coli) sulfamide- 
acide p.aminobenzoique, ot elle est nulle. 


(Service du Bactériophage. Institut Pasteur.) 


(7) D. D. Woops et P. Finves, Chem. a. Indusir., 1940, 59, 133. . 

(8) K. C. Fisner, R. J. Henry et E. Lowe, J. Pharmacol., 1944, 84, 58. — 
G. R. Gorrcurus et C. H. Lawrence, J. Bact., 1945, 49, 575. 

(9) M. G. Srvac et M. Suersourne, J. Bact., 1942, 43, AAT. 

(10) C. J. Cavatxito, J. Bamey, I. Hasxer, J. Mc Cornuck et W. F. WARNER, 
J. Bact., 1945, 50, 61. — T. Hanscuxa, G. ‘TornnrEs et A, P. Swain, Science, 


1945, 383. 
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A PROPOS DE L’ARTICLE DE F. TISON: 
NOUVEAU PROCECE D’INOCULATION AU COBAYE 
DES PRODUITS SUSPECTS DE TUBERBULOSE 
APRES MODIFICATION PAR CONTACT 
AVEC LA PENICILLINE CALCIQUE 


par P. HAUDUROY, G. BOUVIER et W. ROSSET. 


Dans le n° 10 (octobre 1947) des Annales de l'Institut Pasteur, 
F. Tison a exposé un trés intéressant procédé d’inoculation au 
cobaye de produits suspects de tuberculose traités par la pénicilline 
calcique. 

Dans la premiére phrase de cette note, cet auteur Gerit : 

« Les résultats encourageants obtenus en inoculant les produits 
pathologiques non modifiés chez le cobaye trailé par les sulfa- 
mides préventivement-nous ont délerminé a rechercher si la péni- 
cilline peut étre utilisée dans un but analogue. » 

Les références indiquées dans cette phrase sont les suivantes : 
F. Tison, Soe. I’r. Microbiologie, 4 juillet 1946 ; Hauduroy, Bou- 
vier et Rosset, Presse Médicale, 16 novembre 1946, 770. 

Nous désirerions rétablir lordre chronologique des publica- 
lions faites sur ce sujet et rappeler en méme temps que c’est nous 
qui, pour la premiére fois, avons institué la technique d’inocula- 
tion au cobaye de produits suspects de tuberculose non modifiés 
par les méthodes habituelles, les cobayes étant traités simultané- 
ment par les sulfamides pour éviter les infections dues aux germes 
associés. 

Notre premiére publication sur ce sujet est intitulée : Hauduroy, 
Bouvier, Rosset : Nouvelle technique de découverte de bacilles 
tuberculeux dans les produits pathologiques. 

Elle a fait objet d’une publication, le 25 juin 1944, a la Société 
Suisse de Microbiologie, et a paru dans le Schweizerische Zeits- 
chrift fiir Pathologie und Bakteriologie 1944, 7, fase. 4. 

Une deuxiéme communication sur le méme sujet a été faite par 
Hauduroy, Bouvier et Rosset A la Société de Biologie dans sa 
séance du 14 avril 1945, et a paru dans les Comptes-rendus de la 
Société de Biologie, 1945, 139, 354. 

Tous ces travaux sont trés antérieurs & notre publication du 
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16 novembre 1946 de La Presse Médicale et a celle de M. Tison 
a la Société Francaise de Microbiologie du 4 juillet 1946. 

Nous pensons donc qu’il ne peut y avoir aucune discussion sur 
la priorité de ces travaux. 


(Institut de Bactériologie, d’ Hygiéne et de Parasitologie, Lausanne.) 


Les communications suivantes parattront en Mémoire dans les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Sur le mécanisme de la réaction du choléra-roth, par J. Gauuur. 


La pénicillinase. Conditions de production. Etude de I’activité, 
par F. Grumpacn, B. Sursau et F. Boyer. 


Action de la streptomycine sur l’infection tuberculeuse en 
cultures de tissus, par G. Barsxr. 


Séance du 4 décembre 1947. 


Présidence de M. MaGrovu. 


NECROLOGIE 


ALBERT BERTHELOT 
(1881-1947) 


La Société francaise de Microbiologie et l'Institut Pasteur viennent 
d’éprouver une lourde perte, en la personne de l’un des plus anciens 
et des plus estimés travailleurs de la Maison, le D" Berthelot, que son 
mauvais état de santé tenait malheureusement éloigné de nos séances 
depuis quelque temps. Né a Paris en 1881, Albert Berthelot était fils 
d’un officier qui avait combattu en 1870 et qui mourut prématuré- 
ment, a l’Age de quarante-deux ans, 4 Marseille ct, aprés avoir quitté 
Varmée, il occupait un emploi civil. Le jeune Berthelot revint habiter 
Paris avec sa mére qui, privée de ressources, se init courageusement 
a travdiller pour gagner sa vie et celle de son fils, A qui elle avait le 
souci de donner une éducation soignée. Elle le fit admettre, a l’age 
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de onze ans, dans une école primaire supérieure dirigée par les Fréres 
des Ecoles chrétiennes, ou il devait rester plus de cing ans. C’est 1a 
qu’il commenga Aa manifester son godt pour la science, en fréquen- 
tant, pendant les récréations, le laboratoire de physique, chimie. et 
histoire naturelle d’un vieux Frére, chargé de l’enseignement de ces 
disciplines. A sa sortie de l’Ecole, a ]’Age de dix-sept ans, il entra 
dans le laboratoire du chimiste Aimé Girard, professeur au Conser- 
vatoire des Arts et Métiers et & l'Institut Agronomique ; il n’y resta 
que peu de temps, Aimé Girard étant mort presque aussitdt. Aprés 
un court passage dans un laboratoire d’cenologie, ot il s’initia, tout 
seul, & la Bactériologie, il fut admis comme auditeur libre a ]’Institut 
Agronomique, dont il suivit les cours pendant quatre ans. En 1901, 
il devint préparateur de Georges Lemoine, professeur de Chimie Aa 
1 Ecole Polytechnique ; il devait y rester jusqu’en 1903. 

Berthelot avait le plus grand désir d’entrer a 1’Institut Pasteur, ou 
il avait déja fait un court séjour, vers 1902, dans le laboratoire de 
Cbimie appliquée a ]’Hygiéne, dirigé par Trillat. Lemoine le recorm- 
manda A M. Roux, qui, en 1904, le chargea de chercher un milieu de 
culture économique pour le virus de Danysz, destiné & la destruction 
des campagnols. Ayant réussi dans cette tache, il prit place Aa titre 
définitif dans le personnel scientifique de 1’Institut Pasteur. Soucieux 
tout d’abord de compléter ses connaissances, il prépara et passa la 
licence és sciences, puis fit ses études de médecine (il devait prendre 
le grade de docteur en médecine en 1918, avec une thése sur les 
p-opriétés biochimiques de différentes variétés de Proteus vulgaris.) 


Au moment ot. Berthelot entrait a l'Institut Pasteur, Metchnikoff 
était plongé dans ses recherches sur la flore intestinale. Ayant besoin 
d’un chimiste pour étudier les questions relatives 4 ]’auto-ittoxication 
intestinale, il s’adressa & Berthelot. Metchnikoff cherchait en vain, 
parmi les bactéries de la flore intestinale, des espéces productrices de 
quantités notables de poisons sclérosants, de phénols, en particulier. 
En ensemencant un milieu A base de tyrosine avec des traces de 
matiéres fécales, Berthelot réussit A isoler un germe qu’il nomma 
Bacillus phenologenes, qui produisait du phénol en abondance. Il en 
étudia en détail toutes les propriétés, et en 1918, il publia sur ce 
sujet, dans les Annales de l'Institut Pasteur, un mémoire qui fut 
reproduit dans le livre jubilaire de Metchnikoff. 


Ce succés attira l’attention sur Berthelot, et sa collaboration fut 
recherchée par la plupart des bactériologistes de l'Institut Pasteur qui 
avaient A résoudre des problémes biochimiques. Parmi ses collabora- 
teurs, citons Maurice Nicolle (propriétés antivenimeuses Ce certains 
esters de la tyrosine) ; A.-R. Prévot (influence du pyruvate de sodium 
sur la production de toxine par le B. cdematiens); M. Loiseau 
(influence du pyruvate de sodium sur la formation de la toxine téta- 
nique) ; A. Séguin (culture des spirochétes dans les milieux addi- 
tionnés de pyruvate de sodium) ; G. Ramon (sur les agents de trans- 
formation des toxines en anatoxines et sur la production de toxine et 
d’anatoxine diphtériques de valeur antigeéne élevée). Le professeur 
Calmette l’attacha, en qualité de chimiste, au Service de Recherches 
sur la Tuberculose, et Berthelot fit 14 d’importantes découvertes sur 
la biochimie du B. tuberculeux. 
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Indépendamment de ces recherches, Berthelot publia, seul ou avec 
son assistante, M’@ Amoureux, un grand nombre de notes relatives A 
des sujets variés. Le temps nous fait défaut pour entrer dans le détail 
de ces travaux ; nous nous bornerons a signaler ses recherches patti- 
culiérement originales et suggestives sur le Bacterium tumefaciens et 
le cancer des plantes. 

S’inspirant des travaux de Gabriel Bertrand sur les infiniment petits 
chimiques ou oligo-éléments, Berthelot prépara, pour la culture soit 
des bactéries, soit des plantes aseptiques, des milieux synthétiques 
dans lesquels il introduisait une solution dite polymétallique ou oligo- 
dynamique, renfermant & l’état de traces des sels de divers métaux 
susceptibles d’agir comme oligo-éléments. (Ces milieux de Berthelot 
sont aujourd’hui d’un usage courant dans tous les laboratoires de 
Biologie végétale pour les cultures aseptiques de plantes ou pour les 
cultures de tissus végétaux.) Berthelot réussit ainsi A obtenir des 
tumeurs par inoculation de Bact. tumefaciens A des plantules et a de 
jeunes plantes cultivées aseptiquement. Avec Me Amoureux, il décou- 
vrit en outre, dans les cultures de Bact. tumefaciens sur milieux 
contenant du tryptophane, la présence d’acide indol-g-acétique, hétéro- 
auxine capable de stimuler la prolifération cellulaire. Berthelot et 
M¥e Amoureux obtinrent des proliférations nJoplasiques chez des 
plantes traitées par l’acide indol-f-acétique. D’ot la conclusion que 
cet acide joue un réle important dans la genése des tumeurs que 
détermine le Bact. tumefaciens. On peut méme se demander si une 
teneur exceptionnellement faible des sucs en tryptophane ne serait point, 
parmi d’autres, un des facteurs de l’immunité de certaines espéces 
végétales 4 l’égard de ce parasite. 

Berthelot accomplit cette ceuvre scientifique considérable en dépit 
d’une santé déficiente. Mobilisé au premier jour de la guerre de 1914 
en qualité de médecin militaire, il contracta au front une dysenterie 
qui l’obligea 4 rentrer dans ses foyers et qui se compliqua de poly- 
névrite et de troubles digestifs. Dés lors, il fut contraint par son 
mauvais état de santé A garder souvent la chambre. I] profita de ces 
loisirs forcés pour multiplier ses lectures et acquérir ainsi une érudi- 
tion prodigieuse, dont il faisait généreusement profiter ses collégues 
et amis. 

Il y a deux ans, il fut terrassé par une attaque de paralysie qui 
V’éloigna définitivement de son laboratoire. Mais son activité intellec- 
tuelle était restée intacte, et de ]’Hépital Pasteur, ou de son modeste 
logis de la rue Jean-Daudin, il continuait 4 diriger les recherches qu’'l 
inspirait A ses collaborateurs. Ii succomba le 15 novembre a une 
affection pulmonaire. 

Tous, nous nous inclinons avec émotion devant le chercheur ingé- 
nieux et inventif, devant le collégue affable et courtois, devant l’ami 


affectueux et dévoué gu’était Albert Berthelot. 
J. Macrou. 
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COMMUNIQUES 


A l’occasion du Centenaire de la Révolution nationale de 1848, il est 
organisé & Budapest une Grande Semaine Médicale, qui aura lieu du 
4 au 12 septembre 1948. Vingt-deux sections médicales et chirurgicales 
traiteront leurs spécialités. Les médecins francais sont invités a par- 
ticiper a ces Journées. 

Pour tous renseignements, s’adresser au Secrétaire général du Syn- 
dicat libre des Médecins Hongrois, V, Nador Utca 32, Budapest (Hongrie). 


Les 27 et 28 avril 1948 aura lieu & Paris, Salle des Congrés de la 
Chambre de Commerce de Paris, 2, place de la Bourse, Paris, le 
Ie Congrés International des Producteurs de Jus de Fruits, organisé par 
l'Union Nationale des Producteurs de Jus de Fruits de la Métropole et 
d’Outre-Mer. Cette manifestation permettra aux représentants de vingt 
nations d’examiner en commun les législations appliquées a ces pro- 
duits, les méthodes de production et l’effort de propagande. Une Asso- 
ciation Internationale aura pour mission d’examiner périodiquement 
Véyolution technique et scientifique de la production des jus de fruits. 


Le Gérant : G. Masson. 


——— 


Dépot légal. — 1948. — 1er Trimestre. — Numéro d’ordre 712, — Masson et Cie, édil., 


Paris 
Ancee Imp. de la Cour d’Appel, 1, rue’ Cassette, 


Paris. 


